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= (54) Title: MUTEINS OF A CHAIN OF A PROTEIN FROM THE SUPERFAMILY OF GROWTH FACTOR TGF-$G(B) 

p (54) Bezeichnung: MUTEINE EINER KETTE BINES PROTEINS AUS DER SUPERFAMILEE DES WACHSTUMSFAKTORS 
^ TGF-P 

S (57) Abstract: The invention relates to muteins of a chain of a protein from the superfamily of growth factor TGF-p having an- 

— tagonistic and/or partially agonistic activity. The factors of the TGF-p superfamily each perform their own specific function in the 
S organism. An overexpression of these proteins can have serious consequences for the affected patient, e.g. ectopic bone formation 

— or psoriasis. In order to be able to confront these pathophysiological effects, inhibitors for these factors should be developed. To this 
end, the invention provides muteins of a chain of a protein from the superfamily of growth factor TGF-p, which exhibit antagonistic 
and/or partially agonistic activity after the formation of a homodimer, whereby the muteins are modified at one or more positions 
which, in an unaltered protein, are imfolved in a low-affinity binding of the protein to the receptor thereof. The inventive muteins are 
of interest for the prophylaxis and treatment of illnesses, which are caused by an overexpression of factors of the TGF-P superfamily. 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Muteine einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie des Wachs- 
tumsfaktors TGF-P mit antagonistischer und/oder partiell agonistischer Aktivjtat. Die Faktoren der TGF-p Superfamilie liben im 
Organismus eine jeweils eigene sjjezifische Funktion aus. Eine Uberexpression dieser Proteine kann fiir den betroffenen Patienten 
gravierende Folgen haben, z.B. ektope Knochenbildung oder Psoriasis. Urn diesen pathophysiologischen Wirkungen begegnen zu 
konnen, sollen Hemmstoffe fiir diese Faktoren entwickelt werden. Die Erfindung stellt Muteine einer Kette eines Proteins aus der 
Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-P zur Verfiigung, die nach Bildung eines Homodimers antagonist! sch und/oder partiell 
agonistische Aktivitat aufweisen, wobei die Muteine an einer oder mehreren Positionen verandert sind, die im unverSnderten Protein 
an einer niederaffinen Bindung des Proteins an seinen Rezeptor beteiligt sind. Die erfindungsgemaBen Muteine sind von Interesse 
fiir die Prophylaxe und Behandlung von Erkrankungen, die dnrch eine Uberexpression von Faktoren der TGF-p Superfamilie her- 
vorgerufen werden. 
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Muteine einer Kette eirtes Proteins aus der SopeiifamiiBle 
des Wachstumsfaktors TGF=p 

Die vorliegende Erfindung betrlffl Muteine einer Kette eines Proteins aus der 

Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-p mit antagonistischer und/oder partieli 
agonistischer Aktlvitat, Derivate eines Proteins aus der TGF-p Superfamilie, pfiarma- 
zeutisclie Zusammensetzungen, die die erfindungsgemaRen IVIuteine und/pder Derivate 
umfassen sowie die fDr die Muteine oder Derivate davon kodierenden NuklelnsSuren. 

Die Protein-Familie des TGF- (transformierender Wachstumsfaktor)-p umfasst eine 
groBe Anzahl von strukturell verwandten Polypeptid-Wachstumsfaktoren, deren jeder 
eine faszinierende Reihe zellulSrer Prozesse, einschlieSllch der Zellprollferatlon, 
Zellliniendeterminatlon, DIfferenzierung, IWobilitat, Adii§sion und Zelltod regullert. Die 
Faktoren werden entsprecliend komplexer zeitiicher und gewebespezifischer l\/luster 
exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, HomGostase und 
Reparatur von nahezu alien Geweben in eukaryontisclnen Organismen, von der 
Fruchtfliege bis hin zum IVlenschen. Insgesamt sind diese Faktoren fur einen 
wesentlichen Teil der intrazellularen Signale verantwortiicti, die das Zellscliicksal 
bestimmen. 

Eine Reilie von Arbeiten der vergangenen Jahre hat zur Auflclarung des TGF-p- 
Signaltransduktionsweges gefQhrt. Die Signaltransduktion involviert Rezeptor- 
Serinkinasen an der Zelloberfiache, deren Substrate, die SMAD-Proteine, nach 
Phosphoryllerung in den Kern wandern, wo sie die Transkription des Zlelgenes in 
Zusammenarbeit mIt DNA-bindenden Partnern aktlvieren. Die multifunktionelle Natur 
von TGF-p und der weiteren zur TGF-p Superfamilie gehOrenden Faktoren scheint auf 
dam Zusammenspiel unterschiedlicher Rezeptoren, SMAD-Proteine und DNA- 
bindender Proteine zu beruhen. Storungen dieses Signal-Transduktionsweges sind die 
Ursache verschiedener Formen menschlicher Karzinome und Entwickiungsstorungen. 

BNSDOCID: <WO 0192298A2_I_> 
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Die TGF-p-Superfamilie umfasst verschiedene Subfamilien mit jeweils zwei bis 4 
iVIitgliedern. EIne ausfOhrliche Obersicht Qber die verschiedenen Subfamilien und deren 
Eigenscliaften 1st z.B. in Massague (1998) gegeben. 

Die folgende Tabelle I gibt einen Uberblick Qber einige der wichtigsten bis heute 
bekannten etwa 20 Mitglieder der TGF-p Superfamllie, die als "bone morpiiogenetic 
proteins" und "growtli and differentiation factors" die Neubildung und Regenerierung von 
Gewebe im envachsenen Organlsmus steuern sowie an frQhen und spaten Schritten der 
Embryonalentwicklung wesentlich betelligt sind. 

Tabelle i 



Namen 


% Identitat 


Typlsche AktivitSten 


Pathophysiologie 


BMP-2 


100 


Knoclien- und Knorpel- 


Ektope Knoclienbildung 


BMP-4 


92 


Entwicklung; Enrtbryonal- 








Entwicklung, Apoptose 




BMP-5 


61 


Beitrag zur Entwicklung 


Ektope Knoclienbildung; 


BMP-6 


61 


beinahe aller Organe 


Psoriasis (BMP-6) 


BMP-7/OP1 


60 






BMP-8/OP2 


55 






GDF-5/GDI\/IP1 


57 


Knorpelbildung in der 




GDF-6/CDIWP2 


54 


Gliedma&enentwicklung 




GDF-7 


57 






GDF-8/l\/Iyostatin 


..41 


Homoostase von 


Muskeldegeneration? 






Skelettmuskein 




TGF-pi 


35 


Wachstumshemmung, 


Fibrose, Narbenbildung 


TGF-P2 


34 


Syntlnese von 




TGF-P3 


36 


extrazellularer Matrix 





pw.Qrvnr.in- ^wo 
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Obwohl die Aminosaure-Primarsequenzen der Mitglieder der TGF-p-Superfamille, wis 
aus der Tabelle ersichtlich, untereinander teilweise relativ geringe Obereinstimmungen 
aufweisen, gibt es alien Proteinen der verschledenen Subfamilien gemeinsame 
strukturelle Merkmale. So sind z.B. alle Proteine der Superfamllle Dimere, die aus zwel 
meist identischen Monomeren aufgebaut sind. Eine weitere Gemeinsamkelt 1st der 
Signaltransduktionsweg: alle TGF-p-ahnlichen Proteinfaktoren signalisieren iiber 
zellulare Rezeptoren, die aus zwei verschiedenen Typen von Serinkinase-Rezeptor- 
ketten zusammengesetzt sind. Die Typ l-Kette weist eine cytoplasmatische GS-Box und 
eine Serinkinase auf, die die zellularen SMAD1- und -5-Signalproteine aktiviert. Die Typ 
ll-Kette aktiviert eine Typ l-Rezeptor-Serinkinase durch Transphosphorylierung des GS- 
Box-Segmentes. Die kleinen Rezeptor-Ektodomanen der Typ I- bzw. Typ ll-Ketten, 
jeweils 120 bis 150 Aminosauren lang, zeigen untereinander nur eine sehr geringe 
Ahnlichkeit, und auch verschiedene Ketten des gleichen Typs sind relativ wenig 
konserviert. Ein gemeinsames Merkmal aller bekannten Rezeptorketten der TGF-p- 
Superfamilie sind jedoch vier konservierte DisulfidbrQcken; zusatzliche DisulfidbrQcken 
und die Positionen einiger weniger Aminosaurereste scheinen fiir entweder Typ I- oder 
Typ ))-Rezeptorprotelne charakteristisch zu seln. 

Die Mitglieder der TGF-p-Superfamilie zerfallen jedoch hinsiclitlicin ihres 
Bindungsmechanisnnusses in 2 Gruppen, die der TGF-p-/Aktivln-ahnllchen Proteine und 
die der BMP (bone-morphogenetic protein) -2-ahnlichen Proteine. 

FQr den Namenspatron der Superfamilie, d. h. TGF-p, ist ein geordneter sequentieller 
Mechahismus der Bindung an seine zellulSren Rezeptoren beschrieben worden. 
Demnach bindet zunachst ein externer Ligand an die Typ ll-Rezeptorkette und 
anschlieUend wird Typ l-Rezeptor aus der Membran in den Komplex rekrutiert. 
Dementsprechend stellt die Typ ll-Kette den fur TGF-p hochaffinen Rezeptor dar. FQr 
die Wechselwirkung von Aktivinen mit ihren Rezeptoren sclieint es einen vergleichbaren 
IVlechanismus zu geben. Die Mitglieder der TGF-p-Superfamilie, deren Bindungs- 
mechanismus mil dem fur TGF-p beschriebenen ubereinstimmt, wurden deshalb 
zusammenfassend als TGF-p-/Aktivin-ahnliche Proteine bezeiclinet. Zu diesen werden 
alle Mitglieder der TGF-p-Superfamilie gerechnet, die N-terminal eine 4. Disulfidbrucke 
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aufweisen. Dies sind nach heutigem Kenntnisstand TGF-pi, TGF-p2, TGF-p3, alle 
Aktivine und Inhibine sowie BMP-11 und GDF-8. 

Die BIndung von BMP-2 an seine zelluiaren Rezeptoren folgt jedocli einem 
Mechanismus, der sich von dem for die TGF-p-/Aktivin-ahnllchen Proteine etablierten 
untersclieidet. Im Gegensatz zu Situation bei JGF-p sind die Hocliaffinitats-Rezeptoren 
fQr BMP-2 die Typ l-Ketten BiVIPR-IA, BIVIPR-IB und mogliclierweise aucli ActR-l. Typ II- 
Ketten selbst konnen gelfistes BMP-2 zwar ebenfalls binden, jedoch mit weitaus 
geringerer Affinitat. Daraus ist geschlossen worden, dass die Reilienfolge der Typ I- und 
Typ ll-Rezeptor-Wechselwirkung mit BMP-2 im Vergleich zu der fur TGF-p etablierten 
Reilienfolge umgekeiirt ist. Die fur die TGF-p/-Aktivin-ahnliclien Proteine gewonnenen 
Erkenntnisse kOnnen dahernicht auf BIVIP-2 und Faktoren mit ahnlichem Mechanismus, 
wie z. B. BIV1P-4, -5, -6 und -7, GDF-5, -6, -7 (BiVIP-2-ahnliche Faktoren) ubertragen 
werden. 

FQr keinen der Typ 1- Oder Typ 11-Rezeptoren ist bis lieute ein Epitop auf dem 
entsprechenden Liganden lokalislert und charakterislert worden. FQr TGF-pi und Aktivin 
A sind Mutantenproteine konstruiert und analysiert worden, die eine veranderte 
biologisclie Aktivitat und Rezeptorblndungsaffinitat aufweisen. FQr BMP-2 sind 
syntiietisci^e Peptide besclirieben worden, die den Schlaufen von BMP-2 entsprechen 
und die die BMP-2 Aktivitat inhibieren (EP 691 349). 

Alle Faktoren der TGF-p Superfamilie, audi die nahe verwandten Vertreter einer 
Untergruppe. uben im Organismus eine eigene spezifisclne Funktion aus, die sicti in der 
zell- und stadienspezifischen Expression, der Gene sowie in Auswirkungen von 
Mutationen zeigt. Die Inaktivierung von BMP- oder GDF-Genen kann in Saugetieren 
zum Absterben in verschiedenen Embryonalstadien (BMP-2, BMP-4) Oder in der 
perinatalen Periode {BMP-7) fQhren; des weiteren sind spezifische Anderungen der 
Entwicklung von Skelettelementen (GDF-5, BMP-5) beobaciitet worden. Durch 
Uberexpression der Proteine kann es zu ektoper Knochenbildung (BMP-2, BMP-4 und 
andere), Psoriasis (BMP-6), Neuritenneubildung (GFD-5) oder zur Regenerierung von 
iscfiamischen NIerenschaden (BMP-7) kommen. Eine Gberexpression von GDF-8 
(Myostatin) fuhrt moglicherweise zu Muskelschwund. Problematiscli ist aucii die durch 
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TGF-p induzierte Wucherung der extrazelluiaren Matrix bei Fibrose, Narbenbildung oder 
Zirrhose. 

Um einer pathophysiologischen Wirkung der Proteine aus der TGF-p-Superfamilie 
vorbeugen bzw. entgegentreten zu konnen, ware es daher uberaus wunschenswert, 
Hemmstoffe fCir diese Faktoren zu entwickeln. 

Aufgabe der Erfindung ist es somit, Mittel bereitzustellen, mit der die 
patliophyslologisclien Wirkungen von l\/Iitgliedem der TGF-p-Superfamille vermindert 
warden konnen. 

Erfindungsgemaii wird diese Aufgabe gelOst durch ein Mutein einer Kette eines Proteins 
aus der Superfamllle des Wachstumsfaktors TGF-p, wobei das IVIutein nach Biidung 
eines Homodimers antagonistische und/oder partiell agonistische Aktivitat aufweist, 
wobei das Mutein an einer Oder mehreren Position(en) verSndert ist, die im 
unveranderten Protein an einer niederaffinen Bindung an seinen Rezeptor beteiligt 
ist/sind. 

Unter einem Antagonisten werden erfindungsgemaS Proteine verstanden, die an die 
Rezeptoren fur die natiirlichen Proteine der Super-Familie des Wachstumsfaktors 
TGF-p binden, mit ilirer Bindung jedoch die normalen biologisclien Folgereaktionen 
niclit auslOsen. Nacln Bindung eines Antagonisten findet dalier kelne Signaltransduktion 
statt. Unter „partiell agonistischer Aktivitat" wird im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung eine Aktlvitdt verstanden, die zwar in gewissem Umfang die normalen 
biologischen Folgereaktionen auslOst, das AusmaR dieser Folgereaktionen jedoch weit 
hinter der durch den ein naturllches Protein ausgelosten Folgereaktion zurCickbleibt. 
Unter einer partiell agonistischen Aktivitat wird daher im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung eine Aktivitat verstanden, die weniger als 80 %, bevorzugt 
weniger als 50 % und besonders bevorzugt weniger als 25 % der Aktivitat des 
entsprechenden natiirlichen Proteins aufweist. Die Aktivitat kann dabei z. B. durch den 
C2C12-Test bestimmt werden, der nachfolgend im Kapitel „Material und Methoden" 
beschrieben ist. 
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Unter einer „nlederaffinen Bindung" wird im Zusammenhang mit der BMP-2-ahnlichen 
Subfamilie eine Bindung verstanden, die erst bei einer Konzentration des Liganden von 
10 nl\/l Oder mehr, oft sogar von mehr als 100 nM Oder 1 |jM, zu einer halbmaximalen 
Sattigung des Rezeptorproteins fOhrt. Im Gegensatz dazu wird unter einer ..hochaffinen 
Bindung" eine Bindung verstanden, die berelts bei einer Konzentration des Liganden 
von weniger als 1 0 nM, oft sogar bereits von weniger als 1 rM, zu einer halbmaximalen 
Sattigung eines Rezeptorproteins fQhrt. Die SSttigung in Abhangigl<eit von der 
Llgandenkonzentratlon kann dabei mittels eines Blosensorsystems gemessen werden, 
wie es in Beispier4 besclirieberi ist: 

In Verbindung mit der Subfamilie der TGF-p/Aktivin al^nlichen Proteine ermoglicht eine 
„hochaffine" Bindung die Bindung des Liganden an den Rezeptortyp II auch in 
Abwesenheit von Rezeptortyp I, wie sich in ganzen Zellen durch chemische 
Quervernetzung mit radioaktiv markierten Liganden nachweisen laiit Im Gegensatz 
dazu ist die ..niederaffine" Bindung des Liganden an die Rezeptorkette I in Abwesenheit 
der Typ II Kette mit nur sehr geringer Effizienz moglich und wird in Gegenwart der Typ II 
Kette verstSrkt. Dies lai^t sich ebenfalls durch Quervernetzung mit radioaktiv markierten 
Liganden uberprQfen (siehe z.B. Massague 1998; Wuytens et a!., 1999). 

t 

Unter einem ..unverSnderten Protein" wird ein Wachstumsfaktor aus der TGF-p- 
Superfamilie in der Form verstanden, in der er naturliclierweise in einem Saugetier 
gefunden wird und biologische Aktivitat ausubt. Die Angabe „an einer oder mehreren 
Positlon(en)" bedeutet, dass im Mutein ggf. nur eine einzige Aminosaure verandert ist, 
dass aber, z. B. wo weiterreichende Deletionen durchgefuhrt worden sind, auch eine 
grSRere Anzahl von Aminosauren verandert sein kann. In bevorzugten 
AusfOhrungsformen sind zwischen 1 bis 50, besonders bevorzugt 1 bis 25 oder 1 bis 10, 
ganz besonders bevorzugt zwischen 1 bis 5 Aminosauren verandert. 

Erfindungsgemaii konnen die Muteine eine Deletion einer oder mehrerer Aminosauren 
aufweisen, wobei sich die Deletion mehrerer Aminosauren auf mehrere Positionen der 
Proteinkette beziehen kann. Bevorzugt sind jedoch iVIuteine, bei denen eine oder 
mehrere Aminosauren durch andere Aminosauren substituiert sind, wobei die mehreren 
Aminosauren benachbart oder nicht benachbart sein konnen. Bevorzugt ist dabei eine 
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nicht konservative Substitution, besonders bevorzugt die Substitution durch eine 
Aminosaure mit andersartiger Ladung oder anderer GroBe. Dazu sei folgendes 
eriautert: Grundsatzlich werden vier physikochemische Gruppen unterschieden, in die 
die naturliclierweise vorkommenden Aminosauren eingeteilt werden. Zur Gruppe der 
basisciien Aminosauren gehoren Arginin, Lysin und HIstidin. Zur Gruppe der sauren 
AminosSuren gehoren GlutaminsSure und AsparginsSure. Die ungeladenen/polaren 
Aminosauren umfassen Glutamin, Aspargin, Serin, Threonin und Tyrosin. Die niclit 
polaren Aminosauren umfassen Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Cystein, Glycin, 
Alanin, Valin und Prolin, Leucin und Isoleucin. Eine nicht konservative Substitution 
bedeutet in diesem Zusammenhang den Austausch einer gegebenen Aminosaure 
durch eine Aminosaure einer anderen physikochemischen Gruppe. Besonders 
bevorzugt ist der Austausch einer Aminosaure einer ersten Gruppe durch eine 
Aminosaure einer zwelten Gruppe, wobei die Aminosauren der zweiten Gruppe eine 
andere Ladung als die Aminosauren der ersten Gruppe aufweisen. 

Bevorzugt ist auSerdem der Austausch einer grofien Aminosaure durch eine der kleinen 
Aminosauren Glycin, Alanin oder Serin. Bevorzugt ist weiterhin der Austausch einer der 
kleinen Aminosauren durch eine der groBen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin, 
Phenylalanin, Leucin, Isoleucin oder Glutamin. 

In einer dritten AusfOhrungsform werden ein oder mehrere Aminosauren insertiert. 
Insertionen mehrerer Aminosauren konnen an einer Position oder an mehreren 
Positionen der Kette auftreten. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform werden ein Oder mehrere der angegebenen 
Aminosaurereste chemisch modifiziert. Bei der IVlodifikation kann es sich z. B. um die 
kovalente Verbindung mit einem oder mehreren Resten handeln, die aus derfolgenden 
Gruppe ausgewahit sind: Carbonsauren, Amine, Polyethylenglycol. Biotin und Zucker 
(DeSantisetaL, 1999). 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform ist das l\/lutein von einer Kette eines BMP-2- 
ahniichen Proteins abgeleitet. Zur Familie der BI\/lP-2-ahnlichen Proteine gehCren die 
BMP-2 Subfamilie. BMF-5 Subfamilie und GDF-5 Subfamilie (s. Klassifizierung dieser 
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Familien von Massague (1998)). Wie auch aus Tabelle I hervorgeht, weisen dabei die 
Mitglieder der BMP-2 Subfamilie untereinander eine Identitat von 92% auf, wahrend die 
Mitglieder der BI\/iP-6 und der GDF-5 Subfamilie eine Identitat von 64 bis 61 %, bezogen 
auf BI\/lP-2 aulweisen. FQr die Angeliorigen dieser drei Subfamiiien wird davon 
ausgegangen, dass sie dem oben enA/ahnten Reaktionsmeclianismus, der fur BI\4P-2 
nachgewiesen worden ist, folgen, d.h., dass sie im Gegensatz zu den TGF-ps oder 
Ai<tivinen zunachst mit holier Affinitat an die Typ 1-Ketten BMPR-IA, BMPR-IB und 
moglicherweise auch ActR-l binden. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass Muteine mit partiell agonistischer bzw. 
antagonistischer Wirkung seiche Muteine sind. bei der in der von BMP-2, BMP-4, 
BMP-S usw. abgeleiteten Proteinkette mindestens eine AminosSure aus dem 
Bindungsepitop fQr den natOrlichen BIViP-Rezeptor II deletiert, substituiert oder 
modifiziert oder mindestens eine AminosSure in das Bindungsepitop insertiert ist. Die 
Erfinder haben im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Bindungsepitope fQr alle 
beteiligten Rezeptoren bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die Aminosaure-Positionen 
von BMP-2, die die BindungsafRnitat fQr die BMPR-IA- oder BMPR-ll-Rezeptorketten 
bestimmen, zwei einander nicht Qberlappende Sets bilden. In Figur 1 ist gezeigt, dass 
diese Determinanten Qber die gesamte BMP-2 Sequenz verteilt sind. Das raumliche 
Modell in Fig. 5 zeigt, dass die funktionellen Reste zwei getrennte Epitope auf der 
Oberflache des homodimeren BMP-2 Molekuls bilden. 

Im ersten Epitop, das Reste aus beiden Untereinheiten umfasst, sind die Determinanten 
fur die BMPR-IA Wechselwirkungen angeordnet. In Fig. 5 sind die Aminosaurereste des 
ersten Epitops auf einer ersten Untereinheit kursiv dargestellt, wahrend die 
Aminosaurereste des ersten Epitops auf einer zweiten Untereinheit durch normale 
Buchstaben gekennzeichnet sind. Das Epitop Ist hochdiskontinuierlich und umfasst 
Reste aus dem p1-Faltblatt, der Schlaufe vor der Helix a3 und die Helix a3 von einem 
Monomer sowie Telle der groBen ©-Schlaufe zwischen den Faltbiattern p2 und p3 
sowie das Faltblatt p8 des anderen Monomers. Eines der Monomere tragt so die Reste 
V26, D30 und W31 aus dem p-Faltblatt-Bereichen p-2 und p3 sowie die Reste K101 
und Y103 aus dem p-Faltblatt-Berelch p8 bei. Das andere Monomer tragt die Reste 162, 
L66 , N68 und 869 aus der Helix a3 sowie die Reste F49, P50, A52 und H54 aus dem 
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Bereich vor der Helix a3 bei. Auf Grund der raumlichen Struktur des Monomers wird 
dieses Epitop als „Wrist"-Epitop bezeichnet: Die Monomere werden mit einer offenen 
Hand verglichen, bei der die zentraie Helix a3 das Handgelenk und 2 nebeneinander 
angeordnete p-Faltbiatter die 4 Finger darstellen; die Schlaufen 1 und 2 entsprechen 
den Fingerspitzen jeden Fingerpaares. Das N-temnlnale Segment findet sich an der 
Position des Daumens. Folglich befindet sich das erste Epitop, das urn die zentraie a- 
Helix angeordnet 1st, am Handgelenk (Wrist). Es hat AusmaUe von ungefahr 2 x 2,5 bis 
3 nm. Diese Ausdehnung ist mit der Funktion als hochaffiner Wechselwirkungsstelle 
kompatibel. 

Das zweite Epitop, das auf der Handruckselte nahe den aufSeren Fingersegmenten 
angeordnet ist, ist fOr die niederaffine Bindung von BMP-2 an den BMPR-II 
verantwortlich. Es setzt sich nur aus Aminosaureresten einer Unterelnheit zusammen 
und wird auch als „Knuckle"-Epitop bezeichnet. Die AminosSurereste A34 und H39 sind 
in den p-Faltblattern p-3 bzw. p-4 angeordnet, die AminosSurereste S88 und L90 im 
Faltblatt p-7 und LI 00 im Faltblatt p-8. Vom Aminosaurerest El 09 nehmen die Erfinder 
an, dass er ein weiterer fQr den Kontakt wichtiger Aminosaurerest ist. Das zweite Epitop 
scheint sehr viel kleiner als das erste Epitop zu sein, da viele Aminosaurereste an den 
Grenzen des zweiten Epitops ohne sichtbare Wirkungen auf die Rezeptorbindung oder 
die biologische Aktivltat modifiziert werden konnen. Es kann gegenwartig jedoch noch 
nicht ausgeschlossen werden, dass das Epitop weitere funktionelle Aminosaurereste 
enthalt. 

Die beiden Epitope sind voneinander funktionell und raumlich getrennt. Von alien 
BIndungsdeterminanten wurde festgestellt, dass sie entweder fQr BMPR-I (Typ I) oder 
BMPR-ll/ActR-ll (Typ II) spezifisch sind. Am Fall von BMP-2 konnten antagonistische 
Muteine lediglich fQr das Knuckle-Epitop gefunden werden. Die verschtedenen Epitope 
sind durch BIndungsdeterminanten definlert und durch neutrale Reste voneinander 
abgegrenzt. Sie bilden nicht Qberiappende Bereich auf der Oberfiache der etablierten 3- 
dimensionalen Struktur von BMP-2. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
wahrend der Typ I und Typ II Rezeptorbindung kooperative Effekte auftreten. Das Wrist- 
Epitop und das Knuckle-Epitop sind voneinander nur durch die Dicke eines p-Faltblatts 
getrennt, das die Konformation nach Bindung an die Ektodomane andern kann und auf 
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diese Art und Weise kooperative Wirkungen vermittein kann. Die raumliche Trennung 
der Epitope legt es weiter nahe, dass jeder der mit der Symmetrie 
zusammenhangenden Teile des dimeren BI\/IP-2 l\/lolekQls ein Paar funktionelle Epitope 
entlialt und das zwei unablianglge Wrist-Epitope und zwei unabliangige Knuckle- 
Epitope insgesamt 4 Rezeptorketten binden konnen. Ein Komplex zwisclien einem 
BMP-2 und zwei BMPR-IA Ektodomanen ist bereits Identlfiziert worden (Kirsch et al., 
2000(c)). 

Keines der Epitope weist jedoch die typisciien Ladungsmuster auf, wie sie kQrzlicli fQr 
Rezeptoren diskutiert wurden (Griifith et al. 1996). 

Ohne an diese Theorie gebunden sein zu wollen, wird angenommen, dass die 
erfindungsgemSBen BMP-2 Antagonisten liocfistwalirscheinlich eine Folge des 
geordneten sequentiellen Bindungsmechanismus sind, der die Rezeptoraktivierung 
bewirkt. Dem Modell zufolge blockiert der Antagonist die liochaffine Typ ! Rezeptorkette 
mit seinem intakten Wrist-Epitop, und das durch Substitution, Deletion, Modifikation Oder 
Insertion veranderte Knuckle-Epitop verhindert die sich daran anschlieliende 
Oligomerisierung mit niedrig affinen Typ II Rezeptorketten. Der vergleichsweise niedrige 
ICsQ der Antagonisten sowie ihre effiziente Kompetition mit BMP-2 um die 
Rezeptorbindung weisen darauf hin, dass es ubenwiegend die Typ I Ketten sind, die die 
Bindung von BMP-2 an den gesamten Rezeptorkomplex steuern, moglicherweise indem 
sie die Assoziaticnsgeschwindigkeit fur BMP-2 bestimmen. Die Halbwertszeit des 
Komplexes zwischen BMP-2 und dem Typ I Rezeptor von mehr als 30 Minuten fiihrt 
hochstwahrsclieinlicli dazu, dass die Bindung an den zellularen Rezeptor irreversibel ist. 
Eine interessante Beobachtung ist in diesem Zusammenhang die niedrige RestaktivitSt 
der liocli antagonistisciien Muteine A34D und L90A im C2C12-Test, wenn man 
berClcksichtigt, dass die Bindung an die Ektodomanen der Typ II Rezeptorketten nur 
ungefShr 5 bis 15-facli verringert ist. Mogliclierweise ist die gleichzeitige Bindung von 
zwei Typ II Ketten fur eine effiziente Rezeptoraktivierung notwendig, so dass eine 
Abnahme der Bindungsaffinitat sich starker auswirkt. 

Da die anderen BMP-2-ahnlictien Proteine ihre entspreciienden Rezeptoren nach dem 
gleiclien Mechanismus aktivieren, wie er fur BMP-2 gezeigt worden ist, d. h., uber ein 
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Hochaffinitats-Wrist-Epitop und ein Niedrigaffinitats-Knuckle-Epitop, konnen auch 
antagonistische Muteine dieser Proteine durch Aminosauresubstitutionen im Knuckle- 
Epitop erzeugt werden. 

In bevorzugten AusfQhrungsformen werden ein Oder mehrere der Aminosaurereste, die 
die oberfiaclienexponierten Bereiche aus den p-Faltblattstrukturen p-3, p-4, p-7, p-8 
Oder p-9 bilden, verSndert. Bei dlesen oberflachenexponierten Resten handelt es sicli 
um folgende: 

p-3: V33, A34 

zwischen p-3 und p-4 : P35, P36; 

p-4: G37, Y38, H39; 

nach p-4: F41,Y42; 

p-6: T82, E83, L84, S85; 

p-7: A86, 187, S88, L90; 

p-8: K97, V98. V99, L100; 

p-9: V107, E109, G110. 

In einer ersten Ausfuhrungsform werden einer oder mehrere der angegebenen 
Aminosaurereste einzein oder in Gruppen von bis zu 5 Aminosfluren deletiert. 
Bevorzugt werden AminosSuren deletiert, fQr die eine Wechselwlrkung mit dem BMP- 
Rezeptor II belegt ist oder deren Deletion Auswirkungen auf die Konformation des 
„Knuckle"-Epitopes hat. Durch Kombination einer Substitution mit einer Insertion 
und/oder Deletion oder auch durch Kombination einer Insertion mit einer Deletion lassen 
sich weitere Muteine herstellen, die gegebenenfalls eine verringerte Affinitat fur den 
BMP-Rezeptor II autweisen. 



Eine weitere Moglichkeit, ausgehend von der bekannten Sequenz eines Monomers fQr 
BMP-2. BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-6 oder GDF-7, zu 
antagonistischen oder partiell agonistischen Muteinen zu kommen, besteht In der 
Insertion einer oder mehrerer Aminosauren in die oberflachenexponierten Bereiche des 
„Knuckle"-Epitops. Prinzipiell mussen diese Aminosauren ebenfalls den Zweck erfOllen, 
die Bindung an den BMP-Rezeptor II zu schwachen oder zu verhindern. 
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In einer bevorzugten AusfOhrungsform handelt es sich bei dem Mutein um eine Kette 
eines BPM-2-ahnlichen Proteins, wobei eine Oder nnehrere der folgenden AminosSuren 
aus BMP-2 Oder diesen entsprechenden Aminosauren aus einem anderen BMP-2- 
ahnlichen Protein durch andere Aminosauren substituiert sind: 

V33, A34, P35, P36, G37, Y38, H39, F41 , Y42. T82, E83. L84. S85, A86. 187, S88, L90. 
K97, V98, V99, L100. V107. E109 und G110. 

Die folgende Tabelle II gibt einen Oberblick Qber bevorzugte Ersatzaminosauren fiir die 
genannten AminosSurereste: 



OMQnorin- ^wn 
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Tabelle II 



Aminosaurereste 
(BMP-2) 


Ersatzaminosauren 


Bevorzuate 
ErsatzaminosSursn 


V33 


DERKHQNGAS 


D R Q G 

r\. Vat, V3 




DERKHONYFW 


n F R O Y 

L-', C^, rx, VaJ, 1 


r Oo 


DERKHONGAS 


n R O G 
i~J J rx, o 


r OO 


L/, L^, r\, rx, n, Vai, IN, O, AA, o 


n R n G 

U, rx, w, O 


V30/ 


u, r\| rx, n, IN, T , 1 , vv 


n R n Y 

LJ, Ix, T 


T OO 


L', rx, fx, n, Vac, IN, O, /A, O 


n R n A 

U, rx, \U, M 


noo 


1-/, v>i, IN, T, r, vv, VP, AA, o 


F n D Y A 




n F R 1^ H O A R 

L/, E^i IX, rx, n, W, IN, O, AA, O 


F R D A 
rx, Val, Ax 


T *r<t 


nFRKHONiriA<? 

L^, fx, fx, 11, Vj<, in, O, /a, O 


n R n A 

L/, r\, U, AA 


TR9 
1 Oi£ 


nFRKHONYFWA 

L*, fx, rx, n, v4, IN, J , I , Vv, /A 


n R n Y A 


ClOO 


RKHONYFWGAS 


R M Y G 
rx, IN, I , v3, O 




DERKHQNGAS 


D R O A 

L-/, IX, W, AX 


S85 


DERKHONYFW 

1 1 1^1 1 X| III |iV| 'i' 1 vv 


E R Q Y 


A86 


DERKHONYFW 


D R Q G 


187 


DERKHQNGAS 


D R Q A 


S88 


DERKHQNYFWAG 


D R Q A G 


L90 


D, E, R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, A 


K97 


D, E, Q, N, Y, F, W, G, A, S 


D, Q, Y, A 


V98 


D, E, R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, G 


V99 


D, E, R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q. G 


LI 00 


D, E, R, K, H, Q. N, G, A, S 


D, R, Q, A 


VI 07 


D, E, R, K, H, Q, N, G, A, S 


D, R, Q, A 


E109 


Y, F, W, T, Q, N, G. A, S 


Y, W, Q, A 


G110 


D. E, R, K, H. Q, N, Y, F, W. A, S 


D. R. Q, Y 
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Aus der LIteratur ist bekannt, dass die verschiedenen MItglieder der BMP-Subfamlllen 2 
und 5 sowie der GDF-Subfami!ie 5, auch wenn insgesamt eine relativ niedrige 
Homologie zwischen diesen Proteinen besteht, eine gleiche Anordnung der fur die 
Tertiarstruktur entsclieidenden Cysteine aufweisen. Dementspreciiend lessen sich unter 
Berucksiclntigung dieser konservierten Positionen die einer bestimmten Aminosaure in 
BMP-2 entspreclienden Aminosaurepositionen bei den anderen IVlitgliedern der 
genannten Subfamilien bestimmen. So entspriclit belsplelsweise die BI\/IP-2-Positlon 
V33 in BMP-7 einem Isoleucin, A34 ist ebenfalls Alanin, P36 ein Prolin, P36 ein 
Glutamat, H39 ein Alanin, S88 ein Serin, L90 ein Leucin, V98 ein Valin, L100 ein Leucin 
und E109 ein Arginin. Figur 6 zeigt eine mit dem Programm „Multalin" durcfigefuhrtes 
Alignment der Sequenzen von BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7. BMP-8, GDF-5, 
GDF-6, GDF-7, GDF-3, GDF-1, BMP-10, GDF-2. BMP-15, GDF-9B. GDF-9, BMP-3, 
GDF-10, Act-A. Act-B, Act-C, BMP-11, GDF-8, TGF-pi. TGF-|32 . TGF-p3, Inh-a. MIS 
und GDNF, aus dem die eIner bestimmten BMP-2 Aminosaure entsprechenden 
Aminosauren in anderen Mitgliedern der TGF-p-Superfamilie entnommen warden 
konnen. Die Positionen, die durch den Vergleich mit BMP-2 ermittelt werden, konnen 
ebenfalls durch Substitution, Deletion oder chemische Modifikation verandert werden. 
Desgleichen kcinnen die Epitope durch insertion Bindungsaffinitat einbufSen, wobel 
Insertionen jeweils unmittelbar vor oder nach den angegebenen Positionen bevorzugt 
sind. 

Die Veranderung der fQr BMP-2 genannten Positionen in Mitgliedern der Subfamilien 
BMP-5 und GDF-5 durch eine nicht konservative Substitution, Deletion Oder chemische 
Modifikation fQhrt jeweils zu Muteinen mit veranderten, und zwar in der Regel 
verminderten Bindungseigenschaften fur BMPR-II oder fur einen anderen Typ II 
Rezeptor. 

Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Muteine, die mindestens 50 % Identitat auf der 
Aminosaureebene mit einem Wachstumsfaktor aus der TGF-p-Superfamilie und 
auSerdem antagonistische und/oder partiell agonistische Aktivitat aufweisen. Somit sind 
auch Muteine umfasst. deren Aminosauresequenz sich von der Aminos^uresequenz 
der entsprechenden naturlichen Proteinketten auch in Bereichen, die fur eine 
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antagonistische bzw. partiell agonistische Aktivitat nicht entscheidend sind, 
unterscheldet. 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck "Identltaf bezeichnet den Grad der Verwandt- 
schaft zwischen zwei Oder mehr DNA-Molekulen bzw. zwei oder mehr Polypeptid- 
MolekQIen, der durch die Obereinstimmung zwischen den Sequenzen bestimmt wird. 

Der Prozentsatz der "Identitat" ergibt sich aus dem Prozentsatz Identischer Bereiche in 
zwei Oder mehr Sequenzen unter BerCicksichtlgung von Lucken oder anderen 
Sequenzbesonderheiten. 

Die Identitat miteinander venwandter Polypeptide oder DNA-Moiekule kann mit Hilfe 
bekannter Verfahren bestimmt werden. In der Regel werden spezielle 
Computerprogramme mit den besonderen Anforderungen Rechnung tragenden 
Algorithmen eingesetzt. Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Identitat erzeugen 
zunSchst die gr&dte Obereinstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. 
Computerprogramme zur Bestimmung der Identitat zwischen zwei Sequenzen 
umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, das GCG-Programmpaket, 
einschlielilich GAP (Devereux, J., ef a/„ Nucleic Acids Research 12 (12): 387 (1984); 
Genetics Computer Group University of Wisconsin. Madison, (Wl)); BLASTP, BLASTN 
und FASTA (Altschul, 8. et al., J. Molec Biol 215:403/410 (1990)). Das BLAST X 
Programm kann vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) und aus 
weiteren Quellen bezogen werden (BLAST Handbuch, Altschul S., et al., NCB NLM NIH 
Bethesda MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. 215:403/410 (1990)). Auch der 
bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur Bestimmung von Identitat venwendet 
werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Sequenzvergleich umfassen die nachstehenden: 

Algorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 (1 970) 

Vergleichsmatrix: BLOSUM62 aus Henikoff & Henikoff, PNAS USA 89 

(1992), 10915-10919 
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Luckenwert (Gap Penalty): 12 

LQckenlangen-Wert 

(Gap Length Penalty): 2 

Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeig- 
net. Die vorstehenden Parameter sind die Standardparameter (defaUit parameters) fur 
Aminosauresequenz-Vergleiche, wobei LQcken an den Enden den Homologiewert nicht 
vem'ngern. Bel sehr kleinen Sequenzen I'm Vergleich zur Referenzsequenz kann es 
weiterhin notwendig sein, den Erwartungswert auf bis zu 100000 zu erhehen und ggf. 
die Wortlange (wordsize) auf bis zu 2 zu verkleinern. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, LQcken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), 
Luckenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Verglelchsmatrizen einschlieBlich 
der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten 
konnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich ab- 
hangen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP 
Oder Best Fit bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen 
Sequenz-Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefDhrt wird. 

Eine mit den oben genannten Algorithmus ermittelten Obereinstimmung von 50 % wird 
als 50 % Identitat bezelchnet. Entsprechendes gilt fur hOhere Identitatsgrade. 

In bevorzugten AusfQhrungsformen haben die erfindungsgemSBen Mutelne eine 
Identitat von 60 % oder mehr, z. B. mehr als 70 % oder 80 %, mit der Sequenz einer 
Kette aus reifem humanen BMP-2-ahnlichen Protein. Die Sequenz fQr reifes humanes 
BMP-2 findet sich z. B. in Celeste et al. (1990). Noch welter bevorzugt sind Mutelne mit 
mehr als 90, 95 oder 97 % Identitat. 

Wie oben erwahnt, ist im Fall von BMP-2 das Epitop, das eine niederaffine Bindung 
eingeht, das „Knuckie"-Epitop, wahrend das Epitop, das eine hochaffine Bindung mit 
dem Rezeptor eingeht, das „Wrist"-Epitop ist. Die erfindungsgemaften Muteine konnen 
weiterhin von einem Protein der TGF-p-/Aktivin-Familie abgeleitet sein. In diesem Fall 
handelt es sich jedoch uberraschenderweise gezeigt, dass nicht VerSnderungen im 
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„Knuckle"-Epitop, sondern Veranderungen im „Wrist"-Epitop zu Muteinen mit 
antagonistischer und/oder partiell agonistischer Aktivitat fuhren. Dementsprechend ist in 
erfmdungsgemalien Muteinen, die von einem Protein der TGF-p-/Aktivin-Familie 
abgeleitet sind, ein oder mehrere Amlnos§uren aus dem „Wrist"-Epitop verflndert. 

Zur TGF-p-/Aktivin-Familie gehOren TGF-pi, TGF-p2. TGF-p3. aile Aktlvine, Inhibine, 
BMP-M und GDF-8. Bisher bekannte Aktlvine umfassen beispielsweise Aktlvin pA, 
Aktlvin pB, Aktivin pC und Aktlvin pE. Zu den Inliibinen zaiilen nacli heutigem 
Kenntnisstand die Inliibine pA, pB und pC. 

Auch im Fall der von der TGF-p-/Aktivln-Familie abgeleiteten Muteine sind Antagonisten 
Oder partielle Agonisten in erster Linie durch Veranderung von AminosSuren In den 
oberfiachenexponierten Bereichen, d. h. denjenigen Bereichen, die an der Bindung an 
den Rezeptor beteillgt sind, erhSltlich. Dabel handelt es sich Im wesentllchen um die 
Helix vor der Faltblattstruktur pi, die Faltblattstruktur pi, die lange Schleife zwischen 
den Faltblattstrukturen p2 und p3, die Schlaufe vor der HeliJc a3, die Helix a3 sowie die 
Faltblattstruktur ps. Wie zuvor fur die BMP-2-ahnlichen Proteine beschrieben, konnen 
solche Veranderungen durch Deletionen, Substitutionen oder Modlfikationen 
herbelgefuhrt warden, sowie durch die Insertion einer oder mehrerer Aminosauren. Die 
oben im Zusammenhang mit dem BMP-2-ahnlichen Proteinen gegebenen Moglichkeiten 
sind hier entsprechend realisierbar. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird mindestens eine der folgenden Aminosauren 
verandert, d. h. deletiert, substituiert und/oder modifiziert und/oder ein oder mehrere 
Aminosauren insertiert, wobel sich die Posltionsangaben auf BMP-2 beziehen: 

K5, SI 3. V26. G27. W28. N29. D30, W31, P48, F49, P50, A52. D53, H54. N59, 162. 
V63. L66. N68, S69, V70, K101, Y103. 

Wie der Figur 6 entnommen werden kann, entsprechen diese Positionsangaben im 
TGF-pi: 
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Y6, N14, L28. G29, W30, K31, fehlt. W32, P49. Y50, 151, S53. fehit, fehlt. Q57, K60, 
V61, L64, N66. Q67, H68, E99, L101. 

Die 3-dimensionale Struktur des Komplexes zwischen BMP-2 und den Typ I Rezeptor 
BMPR-IA (Kirsch, et al.; 2000 (c)) zeigt, dass diese Rests wesentlich am Rezeptorkon- 
takt beteiligt sind. 

Die erf|ndungsgema(len Muteine konnen auch dann, wenn sie von TGF-p-/Aktivjn- 
ahnlichen Wachstumsfaktoren abgeleitet sind, zusatzllch in den fiir die Bindung an den 
Rezeptor nicht essentiellen Regionen verandert sein. l\/luteine mit einer Identitat von 
mindestens 50 % mit einer Kette eines TGF-p-/Aktivin-aiinlichen Wachstumsfaktors mit 
einer antagonistischen und/oder partiell agonistischen Aktivitat sind ebenfalls umfasst. 
Solche IVIuteine konnen z. B. auch aus anderen Saugern stammen, beispielsweise 
Maus, Ratte, Kaninchen, IVIeerschweinchen, Rind, Schwein Oder Scliaf. Solange solche 
Muteine im C2C12 Zelltest eine antagonistische und/oder partiell agonistische Aktivitat 
aufweisen, sind sie ebenfalls Gegenstand der Erfrndung. Bevorzugt sind Muteine mit 
einer Identitat von 60 % oder mehr, z. B. mehr als 70 % oder 80 % IdentitSt mit einer 
Kette eines Muteins aus der TGF-p-/Aktivinfamilie. Noch mehr bevorzugt sind Muteine 
mit mehr als 90, 95 oder 97 % Identitat. 

In einer welteren AusfQhrungsform ist vorgesehen, erfindungsgemSfle Muteine durch 
groBere VerSnderungen der zugrundeliegenden MolekQIe zu erzeugen, z. B. indem 
neben einer Substitution eine Insertion eingefClhrt wird. Denkbare Muteine beider 
Subfamilien der TGF-p Superfamilie enthalten auch zusatzllch zu einer Deletion eine 
Insertion, oder zusatzllch zu einer Substitution eine Deletion, oder mindestens eine 
Substitution, Deletion oder Insertion in Verbindung mit einer chemischen Modifikation. 
Selbstverstandlich konnen auch 2 Veranderungen eines Type, z. B. eine Substitution an 
zwei verschiedenen Stellen, allein oder In Kombination mit Veranderung eines zweiten 
Typs, z. B. einer Insertion an einer anderen Stelle, auftreten. Ebenso konnen mehr als 2 
Typen von Veranderungen kombiniert werden, also z. B. kann neben einer Substitution 
sowohi eine Deletion an einer Stelle als auch eine Insertion an einer anderen Stelle 
vorliegen. 
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Der Fachmann weiU, wie er die Muteine herzustellen hat. Neben einer herkommlichen 
Proteinsynthese, z. B. der Merrifield-Synthese, bieten sich fur die Substitution, Deletion 
und insertion vor allem rekombinante Verfatiren an. Auf der Grundlage der bekannten 
Gene kdnnen gezielt Mutationen eingefOgt werden, z. B. durch die 
oligonukleotidabhSngige stellenspezlfisclne i^utagenese. Es konnen Fragmente deietiert 
Oder eingesetzt werden. Altemativ kOnnen fur die Muteine kodierende DNA-Sequenzen 
de novo synthetisiert werden. 

Cliennisclie Modifikationen werden ebenfalls in dem Factimann bekannter Weise 
eingefuhrt. Die Durclnfuhrung chemisclier IVlodifikationen an Proteinketten ist z. B. 
besclirieben in DeSantis & Jones (1999). 

In weiteren bevorzugten Ausfuhrungsformen ist das zuvor beschriebene Mutein mit 
einem zielspezifischen MolekQI kovalent verbunden. Dies kann z.B. ein Heparin- 
bindendes Epitop sein, das eine verstarkte Bindung an die Glycosaminoglycane der 
extrazelluiaren Matrix oder der Zelloberfiache bewirkt (s. z. B. PGT/EPOO/00637). Unter 
der Mallgabe, dass dieses zielspezifisclie l\/lolekul ein Antik&rper ist, kann so z.B. gezielt 
die Signaltransduktion in solclien Zellen unterbunden werden, die ein 
Oberfiaclienprotein autweisen, das von dem Antikdrper erkannt wird. Zielspezifitdt kann 
dem Mutein jedocin nicht nur durch kovalente Bindung an einen AntikOrper verliehen 
werden, sondern gegebenenfalls ebenso durch kovalente Bindung an einen Liganden, 
der fur einen nur auf der Zielzelle vorkommenden Rezeptor spezifisch ist. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen werden Muteine mit kovalent daran gebundenem 
zielspezifischen Molekul durch rekombinante Expression eines Fusionsproteins, das 
gegebenenfalls einen Spacer zwischen Mutein-kodierender Sequenz und 
zielspezifischen MolekQI enthSIt, hergestellt. 

Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf Derivate von Proteinen aus der TGF-p 
Superfamilie, die als essentiellen Bestandteil ein Mutein gemSS der vorllegenden 
Erfindung sowie zur Bildung eines Dimers eine weitere Kette eines Proteins aus der 
Gruppe der TGF-p Superfamilie Oder ein weiteres erfindungsgemaiSes Mutein enthalten. 
Die Derivate konnen daher sowohl Homodimere als auch Heterodimere aus 
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erfindungsgemaBen Muteinen bllden. DarQber hinaus kann ein Derivat ein Mutein und 
eine natiirliche Kette eines Proteins aus der TGF-p-Super-Familie umfassen. 

Gemad einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Derivat ein Heterodimer bestehend 
aus einem IVIutein mit wenigstens einer Mutation im „wrist"-Epitop und einer naturiichen 
Kette eines Proteins aus der TGF-beta-Super-Familie. Besonders bevorzugt ist die 
natOrliche Kette des Heterodimers BMP-2. Ferner besonders bevorzugt ist das l\/lutein 
des Heterodimers BMP-2. mit der Doppelsubstitution F49A und P50A. Insbesondere 
bevorzugt besteht das Heterodimer aus BMP-2 und einem BUP-2 Mutein mit der 
Doppelsubstitution F49A und P50A. 

Experimentell wurde durch Induktion der ALP-Aktivitat in C2C12-Zellen gefunden. dass 
ein Heterodimer, bestehend aus einem Mutein mit wenigstens einer Mutation im „v^rist"- 
Epitop und einer naturiichen Kette eines Proteins aus der TGF-beta-Super-Familie, als 
partieller Agonist wirkt (vgl. Beispie! 8). Das Heterodimer weist im Vergieich zu einem 
Homodimer, das aus zwei natQrIichen Ketten besteht, eine um ca 75 % verringerte 
biologische Aktivitat auf. 

Gemali einer weiteren bevorzugten AusfDhrungsform ist das Derivat ein Heterodimer, 
das aus einem Mutein mit wenigstens einer Mutation Im ..knuckle'-Epitop und einer 
natQrIichen Kette eines Proteins aus der TGF-beta-Super-Familie besteht. Besonders 
bevorzugt ist die naturllche Kette des Heterodimers BMP-2. Femer besonders 
bevorzugt ist das Mutein des Heterodimers BMP-2 mit der Doppelsubstitution A34D und 
D53A. Insbesondere bevorzugt besteht das Heterodimer aus BMP-2 und einem BMP-2 
Mutein mit der Doppelsubstitution A34D und D53A. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass ein Heterodimer, bestehend aus 
einem Mutein mit wenigstens einer Mutation im „knuckle"-Epitop und einer naturiichen 
Kette eines Proteins aus der TGF-beta-Super-Familie. als vollstandiger hochaffiner 
Antagonist wirkt, wie durch die Inhibition der Induktion der ALP-Aktivitat in C2C12- 
Zellen bestlmmt wurde (vgl. Beispiel 9). Das Heterodimer weist in Abwesenheit eines 
Agonisten keine eigene ALP-induzlerende Aktivitat auf (vgl. Beispiel 8). 
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Ein solches Heterodimer sollte aufgrund der Mutation eines Monomers nur ein intaktes 
,knuckle"-Epltop aufweisen, welches eine verringerte, jedoch vorhandene ALP-Aktivitat 
gegenQber einem aus zwei natdrllchen Ketten bestehenden Homodimer erwarten liefSe. 
Das verbleibende „knuckle''-Epitop im Heterodimer ist jedoch offensichtliche nicht in der 
Lage, den Verlust des anderen Epitopes zu kompensieren, so dass das Heterodimer ais 
vollst3ndiger Antagonist wirkt. Welterhin vorteilhaft ist hierbei die Tatsache, dass der 
Antagonist hochaffin ist und somit bereits in niedriger Konzentration effektiv den 
naturlichen Liganden vom Rezeptor verdrSngt. Die Effizienz bei niedriger Konzentration 
macht das Heterodimer insbesondere fur den therapeutischen Einsatz interessant. 

Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf pharmazeutische Zusammensetzungen, die 
mindestens ein erfindungsgemafies Protein und/oder ein erfindungsgemaBes Derivat 
enthalten. Umfasst von der Erfindung sind weiterhin pharmazeutisch vertrSgliche Saize 
davon. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kdnnen In Abh^ngigkeit von der 
Natur des darin enthaltenden Muteins und in AbhSnglgkeit von dem zu behandelnden 
pathologischen Zustand in Form von Salben, Cremes, Lotionen flir die topische 
Appllkation vorgesehen sein, in Form von LOsungen oder Lyophilisaten fur 
intramuskul3re oder subkutane Injektionen. Die Formullerung und Konfektlonlerung der 
pharmazeutischen Zusammensetzungen erfolgt dabei nach Stand der Technik 
bekannten Maflgaben und umfasst u. a. die Stabilisierung. 

GemalS einer weiteren Ausfuhrungsform ist die Verwendung eines erfindungsgemaUen 
Muteines und/oder eines erfindungsgemafien Derivates zum Herstellen 
pharmazeutischer Zusammensetzungen beansprucht. Diese konnen zur Prophylaxe 
und/oder zur Behandlung von Erkrankungen eingesetzt werden, die durch ein Protein 
aus der Superfamilie des TGF-p-Wachstumsfaktors vermittelt werden. Beispiele solcher 
Erkrankungen sind ektope Knochenbildungen, Psoriasis und Muskeischwund, 
Narbenbildung, Fibrosen und Zirrhosen. Dabei wird Im Fall von ektoper Knochenbildung 
bevorzugt ein Mutein einer der Wachstumsfaktoren BMP-2 oder BMP-4 eingesetzt, 
wahrend z. B. im Fall von Leberzirrhose bevorzugt ein Mutein eines oder mehrerer der 
Wachstumsfaktoren TGF-pi, -p2 oder -p3 bzw. ein diese enthaltendes Derivat 
verwendet wird. 
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In weiteren AusfQhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden Antikorper gegen 
ein erfindungsgemaiies Mutein oder ein erfindungsgemafies Derivat bereitgestellt. Da 
die Muteine sich durch eine Veranderung an oberflachenexponierten Bereichen des 
Molekuls auszeichnen, wirkt sich dies auch auf die spezifisch mit dem MolekQI 
reagierenden Antikorperpopulatlonen aus. Antikorper konnen auf herkommliche Art und 
Weise entweder durch Immunisieren von Tieren (z. B. Kanlnchen, MSusen oder Ratten) 
zur Herstellung polyklonaler Antikorper bzw. durch Immunisieren und nachfolgendes 
Immortaiisieren von Antikfirper produzierenden Zellen im Fall von monoklonalen 
Antikorpern hergestellt werden. Die dafiir erforderlichen Verfahren sind dem Fachmann 
mittlerwelle bestens vertraut, jedoch muR wegen der hohen phylogenetischen Invarianz 
der Superfamilie darauf geachtet werden, fQr die AntlkOrpererzeugung mOglichst einen 
Wirt zu wShlen, dessen Wachstumsfaktoren sich von dem, gegen den Antikorper 
erzeugt werden sollen, weitgehend unterscheiden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die fur die erfindungsgemafien Muteine kodierenden 
Nukieinsauren. Diese enthalten eine Nukleinsauresequenz, die fQr ein gewunschtes 
Mutein kodiert. Die Nukleinsauresequenz fOr BMP-2 ist z. B. aus Wozney et al. (1988) 
bekannt, die fCir TGF-p2 aus Madisen et al. (1988). Die fur ein Mutein kodierende 
Nukleinsauresequenz unterscheidet sich davon pn'mSr durch die fur die verdnderten 
Aminosauren kodierenden Tripletts, d. h. durch das Fehlen, den Austausch oder die 
Insertion von einem oder mehreren Codons. Soweit das Mutein ein Mutein mit einer 
Identitat von 50 % oder mehr auf Aminosaureebene Ist, haben die entsprechenden 
Nukieinsauren ebenfalls eine inn Vergleich zur zugrunde gelegten Nukleinsauresequenz 
fQr eine natQrIiche reife Proteinkette verminderte Identitat. Von dieser wegen der 
Degeneration des genetischen Codes abweichende Nukieinsauren sind ebenfalls 
umfasst. Weiterhin sind zu den fQr die Muteine kodleren Nukleinsauresequenzen 
komplementare Sequenzen sowie mit diesen komplementaren Sequnezen unter 
stringenten Bedingungen hybridisierende Nukieinsauren, die fur ein Mutein kodieren, 
das nach Bildung eines Homodimers antagonistisch oder partiell agonistische BMP-2 
Aktivitat aulweist, umfasst. Stringente Bedingungen sind dabei beispielsweise eine 
Hybridisierung bei 68° C in 0,5 x SSC. Diese und weitere stringente 
Hybridisierungsbedingungen kOnnen im Handbuch von Maniatis et al., 1989, 
nachgesehen werden. 
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Die erfindungsgemaHe Nukleinsaure kann eine genomische DNA, eine cDNA, eine 
synthetische DNA Oder eine RNA sein. Genomisclie DNAs Oder cDNAs kOnnen nach im 
Stand der Technik bekannten Verfahren aus den entsprechenden gDNA- oder cDNA- 
Banken isollert warden. Bei der Isolierung von NukleinsSuren aus cDNA-Banken sind 
gewebe- Oder zelllinlenspezlfisclie Banken, z. B. aus U-2 OS-Osteosarkom-Banken 
Oder Prostata-Adenocarcinoma-Banken, bevorzugt. Synthetische DNA kann nach 
bekannten Verfahren hergestellt werden, RNA entweder mittels RNA-Vektoren Oder aus 
-mRNA isoliert werden. Fur- die rekombinante Produktion von erfindungsgemaRen 
l\/lutelnen wird man je nach Expressionssystem eine genomische DNA Oder cDNA 
bevorzugen, wobei jedocin die Expression mittels RNA-Vektoren nicht ausgeschlossen 
ist. 

Im Fall von SubstitutionsverSnderungen kann durch im Stand der Technik bekannte 
Verfahren das fCir die ursprilngliche AminosSure kodierende Codon ersetzt werden. Im 
Fall von Deletionen werden fiir ein Oder mehrere Aminosaure kodierende Codons 
entfernt, wflhrend im Fall von Insertionen Codontriplets, die fQr die gewQnschten 
Aminosauren kodleren, eingesetzt werden. Bei der Auswahl von Codons im Falle einer 
Substitution Oder Insertion wird sich der Fachmann bemOhen, dam Codongebrauch des 
vorgesehenen WIrtsorganismus Rechnung zu tragen. Die entsprechenden 
informationen sind im Stand der Technik erhaltlich. 

Erfindungsgemali werden weiterhin Nukleinsauren zur Verfugung gestellt, die einen zur 
Expressionskontrolle geeigneten Promotor enthalten, wobei die fur ein 
erfindungsgemaiSes Mutein kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle dieses 
Promoters steht. Die Wahl eines geeigneten Promoters ist wiederum von der Wahl des 
Expressionssystemes abhSngig. Der Fachmann hat hierbei die Wahl zwischen einer 
Vielzahl bekannter, induzierbarer oder konstitutiver Promotoren fQr die verschiedensten 
Wirtsorganismen. 

Zur rekombinanten Expression der erfindungsgemaBen Nukleinsaure wird diese 
bevorzugt in einen Vektor eingesetzt. Die Erfindung betrifft weiterhin einen Vektor, der 
eine erfindungsgemafie Nukleinsaure enthalt, sowie Wirtsorganismen, die eine 
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Nukleinsauresequenz, die fQr ein Mutein kodiert, entweder direkt in das Genom integrlert 
Oder aber in Form eines autonom replizierenden Vektors enthalt. Im Stand der Technik 
sind zahlreiche prokaryontische und eukaryontische Expressionssysteme bekannt, 
wobei die Wirtszellen beispieisweise ausgewahit sind aus prokaryontisciien Zellen, z. B. 
Bakterien wie E. coli oder B. subtilis, aus eukaryontischen Zellen, wie Hefezellen, 
Pfianzenzellen, Insektenzellen und Saugerzellen, z. B. CHO-Zellen, COS-Zellen Oder 
IHeLa-Zellen, sowie Derivaten davon. Im Stand der Technik sind beispieisweise 
besjimmte j[;^H.OrPrpduktioDMDieo b 

zu CHO-Zellen verSndert sind. Die durch die Verwendung glykosylierungseffizienter 
Oder glykosylierungsverringerter Wirtszellen erhaltenen Polypeptide verfugen Qber eine 
veranderte raumliclie Struktur, die mOgliclierweise mit einer verSnderten biologischen 
Aktivitat einhergeht. 

Die Erfindung betrifft aulierdem ein Verfahren zum Herstellen eines erfindungsgemaUen 
Muteines, wobei das Verfahren die Kultivierung einer Wirtszelle unter der zur 
Expression geeigneten Bedingungen und ggf. das Aufreinigen des exprimierten Muteins 
nacfi im Stand der Teciinik bekannten Verfahren umfasst. 

Die folgenden Beispiele und die Figuren eriautern die Erfindung, ohne sie darauf 
einzuschrdnken. 

Figurenbeschreibungen 

FIgurl: 

Figur 1 zeigt die Sequenzen fiir BMP-2, BMP-7, TGF-p2 und TGF-p3, wobei 
entsprechende Aminosauren untereinander angeordnet sind. Qber der BMP-2 Sequenz 
sind die durch Substitution veranderten Aminosaurereste angegeben. BMP-2 Muteine 
mit verringerter Bindungsaffinitat fur den Typ ii Rezeptor BI\/IPR-II sind in durch einen 
doppelten vertikalen Strich kenntlich gemacht. Veranderte Bindungsafflnitaten fOr den 
Typ I Rezeptor BMPR-IA, die auf einer erniedrigten Assoziations- Oder einer erhohten 
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante beruhen, sind mit einem Plus (+) bzw. Kreuz (x) 
an den entsprechenden Positionen gekennzeichnet. Einfache vertikale Striche weisen 
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darauf hin, dass keine melSbaren Anderungen der Funktion der entsprechenden 
Muteine gefunden warden konnten 

Die Nummerierung bezleht sich auf die BMP-2 Sequenz. 

Figur 2: 

Figur 2 gibt Aufschluli Qber die biologisciie Aktivitat und die inliibitorischen 
Eigenscliaften von BMP-2 l\/luteinen. 

(A) ..Nacli Inku^ von BMP-2 Oder einem Biy^P-2 l\/lutein (250 nM) wurde die 

alkalisclie Pliosphataseaktivitat gemessen. Die von jedem !\/lutein liervorgerufene 
Antwort wurde in % der BMP-2 Antwort ausgedrtickt. Die Werte stellen die 
Mittelwerte (+/- Standardabweicliung) von 4 Messungen dar. 

Muteine mit gefullten Symboien sind hinsichtlicli ilirer BiVIPR-II Wechselwirkung 
verandert, wie in Figur 4 gezeigt. Plus- Oder Kreuz-Symbole weisen auf iVluteine mit 
einer verSnderten Assoziations- oder Dissoziationskonstante fQr die Bindung an die 
BMPR-IA Rezeptbrkette iiin. 

(B) Die dosisabtiangige Induktion der AktivitSt der alkalisclien Piiosphatase in 
ausgeliungerten C2C12 Zellen ist fur BI\/IP-2 (o) und fQr die Bi\/IP-2 l\/luteine A34D 
(i^, D30K {O) und P50A (A) gezeigt. Die Hintergrundabsorption bei 405 nm von 
0,080 +/- 0.020 wurde nicht abgezogen, urn das Signal/Hintergrundverhaitnis 
darzustellen. 

(G) Die Inliibition der Induktion der alkalischen Phosphataseaktivitat in ausgetiungerten 
C2C12 Zellen wurde nach Inkubation mit 250 nM BMP-2 Mutein in Gegenwart von 
10 nM (o) Oder 20 nM (A) BMP-2 bestimmt. Die in Gegenwart von BMP-2 allein 
ertialtene Antwort ist durcli eine gepunktete Linie angezeigt und wurde als 100 % 
angesetzt. Die Werte stellen einen Mittelwert +/- Standardabweichung von 4 
Messungen dar. 

Muteine mit gefullten Symboien sind liinsiciitlicli ilirer BMPR-II Wechselwirkung 
verSndert. Plus- Oder Kreuz-Symbole weisen auf Muteine mit veranderten 
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Assoziations- Oder Dissoziationskonstanten fOr die Bindung an den BMPR-IA 
Rezeptor hin. 

(D) Die Inhibition der BMP-2 Aktivitat (10 nM BIVIP-2) durch zunehmende Dosen 
mogiicherweise antagonistischer (partiell agonistischer) BMP-2 l\/luteine in 
ausgehungerten C2C12 Zellen. Die Dosiswirkungskurven der Muteine A34D (o) 
H39D (□) S88A (A), L90A (V) und L100A (0) in Gegenwart von 10 nM BMP-2 
wurden nach Inkubatipn der Zellen (3 Tage) und Analyse der induzierten alkalischen 
PhosphataseaktivitSt erhaiten. 

Figur 3: 

Figur 3 zeigt die Biosensoranalyse der Bindung von BMP-2 und BMP-2 Muteinen an (A) 
Typ I Oder (B) Typ II BMP-Rezeptorketten. 

Figur 4: 

Figur 4 zeigt die Wectiseiwirkung von BMP-2 Muteinen mit Typ I (BMPR-IA)- Oder Typ II 
(BMPR-II, ActR-ll)-Rezeptorektodomanen. 

Die Geschwindigkeitskonstanten fur die Assoziation (kon) und Dissoziatlon (koff) eines 
BMP-2 Muteins bei einer Konzentration von 15, 30 und 45 nM mit imnnobilisierter BMPR- 
IA Rezeptorektodomane wurde aus den in Figur 3 (A) gezeigten Sensogrammen 
abgeleitet. Die in Figur 3 (B) gezeigten Sensogramme wurden ausgewertet, urn die 
Gleichgewichtsblndung von 45 nM Mutein (EQ45) an immobilisierte BMPR-II-oder ActR- 
ll-Rezeptorektodomanen abzuleiten. Alle Werte wurden normalisiert, in dem die Km, koff 
und EQ45 Werte von BMP-2 als Standard genommen wurden. 

(A) Gleichgewiciitsbindung von zunehmenden Konzentrationen von BMP-2 an die Typ I 
Rezeptoren BMPR-IA und BMPR-IB sowie an die Typ II Rezeptoren BMPR-II und 
ActR-ll. Fur die Bestimmung der Gleictigewichtsbindung an die immobilisierten 
Rezeptordonnanen wurden die in Figur 3 gezeigten.Sensogramme ausgewertet. 

(B) Differentielle Bindungsaffinitat von BMP-2 Muteinen an BMPR-II oder ActR-ll 
Rezeptoren. Die Gleichgewiclitsbindung wahrend der Biosensoranalyse von 45 nM 
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Mutein (EQ45) an BMPR-II ist gegen die Bindung an ActR-ll aufgetragen. Die Werte 
sind durch die Gleichgewichtsbindung von BMP-2 an die entsprechenden 
Rezeptoren nomrialisiert. 



(C) Graphisclie Darstellung der Geschwindigl<eitskonstanten fQr die Assoziation (kon) 
und Dissoziation (koff) eines BIVIP-2 Muteines mit dem BMPR-IA Rezeptor. Mutelne, 
die spezifisch hinsichtlicli ilirer kon verandert sind, sind durcli Plus-Symbple 
gekennzeichinet, solciie mit spezifisch veranderter koff durcli Kreuz- Symbole. 

(D) Grapliische Darstellung der Assoziationskonstanten (kon) fur die BMPR-IA Bindung 
und die Gleichgewichitsbindung (EQ46) an BMPR-II fQr die gleichen Muteine wie in 
(C). Weil sowohl die Assoziationskonstanten als auch die Gleichgewichtsbindung 
von der Konzentration des BMP-2 Muteins abhSngen, warden spezifische (und 
konzentrationsunabhangige) Veranderungen sichtbar. Muteine mit einer 
spezifischein Abnahme des Bindungsgleichgewichts sind durch gefOilte Kreise 
markiert. 

Figur 5: 

Figur 5 ist ein Raummodell von BMP-2 (Scheufler et al., 1999), in dem die die Typ-I 
Rezeptorbindung bestimmenden Reste des „wrist"-Epitops und die die Typ-ll 
Rezeptorbindung bestimmenden Reste des „knuckle"-Epitops bezeichnet sind. Die 
Zuordnung ergibt sich aus Figur 1 , sowie aus den Tabellen und Auflistungen auf den 
Seiten 12/13 und 17. Reste der einen Untereinheit sind dick und kursiv beschriftet, 
Reste der anderen mit einfachen Grollbuchstaben. 

Auf der kleinen inserierten Schemazeichnung ist das dimere Protein in der Papierebene 
um die lange Achse um 90 Grad gedreht. 

Figur 6 

Sequenzzuordnung von Faktoren der TGF-p Superfamilie. Die Nummerierung folgt der 
Aminosaure-Sequenz des reifen humanen BMP-2. 
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Figur? 

Flgur 7 zeigt die Dosis-abhangige Induktion der Aktlvitat der alkalischen Phosphatase 
(ALP-Aktivitat) in C2C12-Zellen durch BMP-2 Muteine. 

A) Homo- und Heterodimere BMP-2 Proteine mit verschiedenen N-terminalen 
Sequenzen zeigen sine ahnlich Dosis-Antwort in C2C12-Zellen. Die ALP- 
Aktivitatswerte wurden bestimmt nach Substraktion des Hintergrundes (ca. 70 
willkQrIiche ALP-Einheiten) und In Bezug zur Maximal-Antwort von 100 % (ca. 
2300 WillkQrIiche ALP-Einheiten) gesetzt. 

B) Homo- und Heterodimere BIVIP-2 Muteine, die in dem hochaffinen Epitop I 
(B2el/B2el und B2el/B2m-) Oder dem niedrig-afTinen Epitop I! (B2ell/B2ell und 
B2ell/B2m-) verflndert waren. wurden mit C2C12-Zellen inkublert und die ALP- 
Induktion Dosis-abhSngig gemessen. 

C) ALP-Aktivitm, die durch BMP-2 Muteine In C2C12-Zellen induziert wurde. Die 
ALP-lnduktion wurde bel Vorhandensein von 250 nM BMP-Protein (ALP250) 
bestimmt. Die Werte zeigen einen Mittelwert von 12 Messungen +/- 
Standardabweichung (SD). Die Antwort bei Vorhandensein von Medium alleine 
wurde als Kontrollwert bestimmt. 

Figur 8 

Figur 8 zeigt die antagonisttsche AktivltSt des Heterodimers B2ell-/B2m-, das 
Mutationen im „knuckle"-Epitop trSgt. Das Heterodimer B2ell-/B2m- ist ein vollstSndiger 
hochaffiner Antagonist in Bezug auf "die Induktion der ALP-Aktivitat. 

Die Dosis-abhangige Inhibition von 10 nM bzw. 20 nM BMP-2/B2m- durch das 
Heterodimer B2ell-/B2m- ist mit der Dosls-Antwortkurve fOr BMP-2/B2m- verglichen. Die 
ALP-Aktivitatswerte wurden nach Substraktion des Hintergrundes bestimmt und in 
Bezug zur Maximalantwort von 100 % gesetzt. 
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BEISPIELE 

Material und Methoden 

Hersteilung rekombinanter Rezeptor-Ektodomanen 

Eine extrazellulare Domane des humanen BMPR-IA, umfassend die Reste 24-142 (ten 
Dijke at al., 1993) einschliefSlich einer N-terminalen Verlangerung (GSGAMA) wurde als 
losliches Thioredoxin-Fusionsprotein in E.coli exprimiert. Nach Thrombinspaltung wurde 
das Protein mittels Affinitatschromatographle Qber BMP-2 Sepharose gerelnigt, wie von 
Kirsch et al., (2000 (a)) beschrieben. 

Die extrazeiluiaren DomSnen von ActR-ll (AminosSurereste 19-126) (l\/latzuk und 
Bradley, 1992), BMPR-II (AminosSurereste 27-151) (Rosenzweig et al., 1995) und 
BMPR-IB (Aminosaurereste 14-126) (Astrom et al., 1999) wurden mit einer C-terminalen 
Thrombinspaltstelle (LVPRGS) zusammen mit einem 6xHis-tag in SF-9 Insektenzellen 
Pharmingen im Einklang mit den Instruktionen des Herstellers exprimiert. Die 
korrespondierenden DNA-Sequenzen wurden in die BamHI-Spaitstelle des Baculovirus 
Transfervektors pAcGP67B (Pharmingen) insertiert. Das Kulturmedium, das nach 
Infektion der SF9-Zellen mit einer iVIOl (multiplicity of infection) von 3 vier Tage lange 
inkubiert worden war, wurde auf Ni-NTA-Agarose Qiagen in einem Waschpuffer (50 mM 
NaH2P04, pH 8,3. 300 mM NaCI, 10 mM Imidazol) bei 4°C aufgetragen. Die 
rekombinanten Protelne wurden mit Elutlonspuffer (50 mM NaH2P04, pH 8,3, 300 mM 
NaCI. 300 mM Imidazol) eluiert und grQndllch gegen Hochsalz HBS-Puffer (10 mM 
HEPES. pH 7,4, 600 mM NaCI, 3,4 mM EDTA) dialyslert. Schlielilich wurden die 
EktodomSnen an eine BMP-2-Sepharose-Affinltatsmatrix adsorblert (Kirsch et al., 
2000(a)) gewaschen und mit 4 M MgCb eluiert. Die gereinigten Protelne wurden in 
Niedrigsalz HBS-Puffer (10 mM HEPES, pH 7,4. 150 mM NaCI, 3.4 mM EDTA) 
Qberfuhrt, mittels YM 10 Ultrafiltrationsmembranen konzentriert und bei -SCO gelagert. 

Die gereinigten Rezeptorproteine wurden durch Inkubation mit aquimolaren 
Konzentrationen von Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) wie beschrieben N-biotinyliert (Shen 
et al., 1996). 
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Hersteliung von BMP-2-Muteinen 

Eine BMP-2 cDNA, die fur die Reste 283-396 des reifen BI\yiP-2-Proteins plus der beiden 
N-terminalen Aminosauren MA kodiert (Ruppert et al., 1996), wurde einer in vitro 
Kassetten-Mutagenese (Wang et al., 1997) unterworfen, wofQr synthetische 
doppelstrangige Oligonukleotide verwendet wurden. Die BMP-2-Muteine wurden in E. 
coli exprimiert, als EInschluBkorper isollert, renaturiert und wie in Ruppert et al., s.o., 
beschrieben, gerelnlgt, . . - 

Hersteliung von BMP-2-Heterodinrieren 

Nachfolgend bezeichnet B2m- ein BMP-2 Molekul mit einem veranderten N-terminalen 
Segment (als EHBMP-2 in Ruppert et al., 1996 bezeichnet). Das Heterodimer B2el- 
/B2m- besteht aus einem IVIonomer B2m- und einem BI\/IP-2 IVIutein mit den 
Aminosauresubstitutionen F49A und P50A, die im wrist-Epitop liegen. Das Homodimer 
B2el-/B2el- ist das entsprechende Homodimer, das in zwel wrist-Epltopen defizient ist. 
Das Heterodimer B2ell-/B2m- besteht aus einem Monomer B2m- und einem BMP-2 
Mutein, das die Aminosauresubstitutionen A34D und D53A aufwelst. Diese 
Aminosauresubstitutionen betreffen das „knuckle"-Epitop. Das Homodimer B2ell-/B2ell- 
stellt das entsprechende Homodimer dar, das die Mutatlonen in beiden Monomeren des 
BMP-MolekQIs aulweist. 

Zur Hersteliung der Heterodlmeren wurden equimolare Konzentratlonen der beiden 
unterschiediichen Monomere in einem Renaturierungsgemisch gefaltet. Jeweils eines 
der Proteine war dabei eine B2m- Varlante, die eine veranderte N-terminale Sequenz 
ohne ein Heparinbindungsepitop enthalt. Auf Grund eines geringeren Gehaltes an 
positiv geladenen Seitenketten eluieren die Varlanten, die ein B2m- Monomer enthalten, 
im Vergleich zu BWlP-2 Homodimeren bei niedrigeren Salzkonzentrationen wahrend der 
Kationen-Austauscher-Chromatographie. Als Kationen-Austauscher-Material ist hierbei 
SP-Sepharose ® geignet. 
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C2C12[alkalischer Phosphatase(ALP)]-Test 

Die Promyoblastenzellen C2C12 (ATCC CRL-1772, Blau et al., 1983) wurden in einer 
Diclite von 3 x iC Zellen pro Napf in einer iVIikrotiterplatte mit 96 NSpfen 3 Tage lang 
mit 1 bis 250 nM jeder BMP-2-Variante in 100 |jI DMEl\/l-i\/ledium mit 2% KSIberseaim 
und Antibiotika (100 U/ml Penicillin G und 100 pg/ml Streptomycin) bei ST'C in 
angefeuchteter Atmosphare bei 5% CO2 stimuliert. Die Zellen wurden mit PBS 
gewaschen und dann 1 Stunde mit 100 pi 1% NP40 in ALP-Puffer (0,1 M Glycin, pH 9,6, 
1 mM i\/igCl2; 1 mM ZnCIa) lysiert. Die ALP^Aktivitat wurde bestimmt, indem die lysierten 
Zellen 15 Minuten mit 100 pi ALP-Puffer plus 1 mg/ml p-Nltrophenylphosphat Inkubiert 
wurden und die Extinktion bei 405 nm gemessen wurde. Eine A405-Extinktionseinheit 
entspricht 1,5 nmol p-Nitrophenolatproduktion pro l\/linute pro 3 x lO'' Zellen. Die 
Ergebnisse wurden als Mittelwerte, die in vier unabhangigen Experimenten gewonnen 
worden waren, mit einer Standardabweichung (SD) von +/- 39% ausgedrOckt. 
Inhibitionsexperimente, die in Gegenwart von 10 oder 20 nM BI\/IP-2 durchgefQhrt 
worden waren, zeigten grOHere Standardabweichungen, die In den entsprechenden 
Figuren gezelgt sind. 

Blosensor-lnteraktionsanaiyse 

Das BIA2000-System (Biacbre) wurde verwendet, urn die Bindung von BMP-2-Muteine 
an immobilisierte Rezeptor-Ektodomanen aufzuzelchnen. Die biotinylierten Proteine 
wurden getrennt an eine Streptavidin-beschichtete Matrix von Biosensor CMS in 
FluBzellen 2, 3 und 4 bei einer Dichte von ungefahr 200 Resonanzeinheiten (RU) fixiert. 
was 200 pg Protein (ungefahr 15 fmol-Rezeptor) pro mm* entspricht. BMP-2-Muteine 
wurden in Konzentrationen von 15 bis 30 nM in HBS-Puffer (10 mM Hepes, pH 7,4, 500 
mM NaCI, 3,4 mM EDTA, 0.005% P20 (Biacore) uber die FluBzellen 1, 2, 3 und 4 in 
Reihe bei einer FluBrate von 10 pl/min bei 25°C perfundiert, und die Sensogramme 
wurden bei einer "data sampling rate" von 2,5 Hz aufgenommen. Der 
Assoziationszeitraum betrug 20 Minuten und der Dissoziationszeitraum war auf 6 
Minuten eingestellt. Freie Rezeptoren wurden durch Perfusion mit 0,1 M Essigsaure, 1 
M NaCI fur 2 Minuten regeneriert. Das Basissensogramm, das fur die Fludzelle 1 
(Streptavidin-Kontrolle) aufgezeichnet worden war, wurde von den Sensogrammen, die 
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fQr die FluBzellen 2 (BMPR-II), 3 (ActR-ll) und 4 (BMPR-IA) erhalten wurden, subtrahiert. 
Die differentiellen Sensogramme wurden im Einklang mit der "fitting routine 2" gemau 
der BIA-Auswertungs-Software 2.2.4 (Biacore) ausgewertet. Die Gleicligewichtsblndung 
von BMP-2-Muteinen bei einer Konzentration von 45 nM (EQ45) wurde zweimal doppeit 
mit einer maximalen Standardabweichung (SD) von +/- 20% gemessen. Die 
angegebenen Gesclnwindigkeitskonstanten kon fur die Assoziationsgeschwindigkeit und 
koff fur die Dissozlationsgeschwindigkeit ftir die Interaktion zwischen BiVIPR-IA und BMP- 
2-i\/luteinen sind Mittelwerte, die in mindestens 12 IV^essungen gewonnen worden sind, 
die mit mindestens drei verscliiedenen Konzentratlonen der Liganden durchgefiihrt 
worden waren. Die Standardabweichungen betrugen 13% filr kon und 19% fiir koff. Weil 
die wirkliclie Stochiometrie der Komplexbildung nocli niclit siclner ist, wurden alle 
Sensogramme auf der Grundlage eines nicht gesiclnerten 1:1 Assoziationsmodells 
ausgewertet, und dalier werden nur apparente, aber keine absoluten Konstanten 
angegeben. 

Beispiel 1: Auswahl von BMP-2 Muteinen 

Um funktionell wichtige Aminosaureseitenketten und Rezeptor-bindende Epitope im 
reifen Anteil von liumanem BMP-2 zu identifizieren, wurden 57 Aminosaurereste einzein 
durcli in vitro l\/lutagenese substituiert (Kirsch et a!., 2000 (b)). Die substituierten Reste 
sind in Figur 1 Qber der BI\/lP-2 Sequenz wiedergegeben. Die I\/luteine wurden in E. coli 
exprimiert. Es wurde ein Satz von 42 IVIuteinen erhalten, die an 40 verschiedenen 
Positionen substituiert waren. Die Expression in E. coli fQhrte zu dimeren Proteinen. die 
mit einer Reinheit von besser ais 95 % und in Ausbeuten, die fur die anschlieQende 
Analyse der biologischen Aktivitat und Rezeptorbindung ausreichend waren, erhalten 
werden konnten. 

In einer ersten Mutageneserunde wurden 20 Reste mit an der Oberflache des Molekuls 
exponierten Seitenketten ausgewahlt, die die gesamte Oberflache des BI\/IP-2 
netzahnlich uberspannen. Nachdem Muteine mit vielversprechenden Phanotypen 
erhalten worden waren, wurden die juxtaponierten Oberflachenreste systematisch 
ausgetauscht. Zunachst wurden die Reste durch Alanin ersetzt, um den Beitrag der 
ersetzten Seitenkette zur Bindungsenergie abschatzen zu konnen. Spater wurden die 
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AmlnosSurereste durch geladene Reste ersetzt, um die Anderung der phanotypischen 
Eigenschaften sich nach Einfuhren einer Ladung zu beobachten. 

Beispiel 2: Biologische Aktivitat von BMP-2 Muteinen 

Der C2C12-Zelltest, der fur die quantitative Bestimmung der biologischen Aktivitat der 
BMP-2 iVluteine verwendet worden war, eriaubt es, reproduzierbar relativ kleine 
VerSnderungen festzustellen. Die Maus-Promyoblastenzellen differenzieren unter 
-Hungerbedingungen sehr sehnell-in multinukleare Myotuberi: -BMP-2 inhibiert diesen 
myogenen Wag und induziert die Bildung von osteoblastenalinlichen Zellen, die fur 
aikalisclie Pliospliatase(ALP) posltiv sind. BMP-2 induziert dosisabliangig eine Inohe 
alkalische Phosphatase(ALP)-Aktivitat in hungernden C2C12-2el)en mit einer EDso von 
20 +/- 10 nM (Figur 2 B). Die funktionelle Bedeutung von BMPR-iA fur die 
osteoinduktiven Wirkungen von BI\/lP-2 in C2C12-Zellen ist bereits bekannt. Der BMPR- 
IB Rezeptor wird nur in verschwindend geringen iVIengen festgestellt und spielt daher in 
diesen Zellen wahrscheinlich keine funktionelle Rolle. Die Typ II Rezeptoren BMPR-II 
und ActR-ll sind in C2C12-Zeilen vorhanden und konnen mit dem BMP-2 Liganden in 
Abwesenheit, effizienter aber in Gegenwart von BMPR-IA quervemetzt werden. Es ist 
bis heute nicht eindeutig nachgewiesen, ob beide Typ II Rezeptoren die BMP-2 
Antworten in Wirtszellen vermltteln. Einige BMP-2 Muteine wiesen einei eindeutig 
verringerte Aktivitat auf, wenn sie bei einer Konzentration von 260 nM auf C2C12 Zellen 
untersucht wurden (Figur 2 A). Die Muteine A34D und L 90A induzieren Qberhaupt keine 
signifikante Antwort. Einige andere Mutantenproteine zeigten eine reduzierte Aktivitat im 
Bereich von 2 % bis 30 % der BMP-2 Aktivitat. Die Symbole, die die Aktivitat der 
einzelnen Proteine bei einer Konzentration von 250 nM anzeigen, sind im Einklang mit 
den Ergebnissen einer Rezeptorinteraktionsanaiyse (s. unten) farbig gestaltet. Rote 
Symbole weisen auf eine reduzierte Affinitat fQr die BMPR-II Ektodomane hin, wahrend 
blaue Symbole eine verSnderte Wechselwirkung mit der BMPR-IA EktodomSne 
anzeigen. 

Representative Beispiele von Muteinen mit ungefahr 50 % (D30K), weniger als 10 % 
(P50A) und weniger als 1 % (A34D) Restaktivitat sind in Figur 2 c durch 
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Wirkungskurven gezeigt. Weil die BI\/IP-2 Proteine bei Konzentrationen Qber 500 nM im 
Kulturmedium prazipitierten. wurden Dosen oberhalb von 250 nlVl niclit analysiert. 

Die Veranderungen der biologischen Aktivitat der beschriebenen iVIuteine kann von 
erheblichen Veranderungen in der Struktur, Stabilitat oder SoiubilitSt des Proteins 
infolge von Aminosauresubstitutionen herrOhren. Altemativ kdnnen funktionelle 
Seitenketten, die in die Bindung des Typ I oder Typ II BMP-2 Rezeptors involviert sind, 
beeintrSchtigt worden sein. Die letztere MOglichkeit, dass ndmlich spezielle Anderungen 
in den IVIuteinen erzeugt worden sind, wurde in den nachfolgend beschriebenen 
Experimenten uberprQft. 

Beispiel 3: AntagonistenaktlvitUt 

Uberrasclienderweise waren einige der Muteine in der Lage, die BMP-2 Aktivitat bei 
Konzentration von 10 bis 250 nM zu inhibieren. Wenn C2C12-Zellen mit einer 
konstanten Menge BMP-2 in Gegenwart von 250 nM Mutein stimuliert wurden, wurde 
die Induktion der ALP-Aktivitat durch das Mutein A34D auf weniger als 1 % reduziert, 
durch L90A auf ca. 3 %, durch L100A auf ungefahr 20 % und durch S88A auf 80 % des 
Wertes, der durch BMP-2 in Abwesenhelt von Mutantenproteinen Induziert wurde (Figur 
2 c). 

Die inhlbltorlschen Eigenschaften dieser Antagonlsten/partlellen Agonisten wurde durch 
Bestimmung der Dosis/lnhlbitionskurven bestatlgt, die In Figur 2 D gezeigt sind. Die 
Mutantenproteine A34D, L90A und L100A inhlbierten bei Konzentrationen von 20 bis 40 
nM halbmaximal. Dieser IC50 Wert ist einer Konzentration von 10 nM BMP-2 wShrend 
des Tests ahnlich. Dementsprechend arbeiten die inhlbltorlschen Muteine bei ahnlichen 
Konzentrationen wie BMP-2, wobei sie hochstwahrscheinlich mit BMP-2 urn eine 
gemeinsame Rezeptorblndungsstelle konkurrieren. 

Der Nachweis der BMP-2 Muteinen mit antagonistischen bzw. partiell agonistischen 
Eigenschaften zeigt. dass durch die jeweilige Aminosauresubstitutionen spezielle 
Anderungen hervorgerufen worden sind, die die Potenz des BMP-2 Proteins 
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beeintrachtigen, aber der Rezeptorbindungsaffinitat im groBen und ganzen 
unbeelntrSchtigt lassen. 

Beispiet 4: Wechselwirkung von BMP-2 Muteinen m\t RezeptorektodomMnen 

Es ist bereits bekannt, dass es in C2C12-Zellen Typ I BI\/lP-2 Rezeptoren BMPR-IA und 
die Typ II Rezeptoren BMPR-II und ActR-ll gibt, die die BMP-2 Antworten zu vermittein 
scheinen. Es bestand daher die entfemte MOglichkelt, dass die funktionellen 
Veranderungen, die in einigen der BMP-2 Muteinen beobachtet wurden, das Ergebnis 
spezifischer Veranderungen in BMP-2 Epitopen fQr die Bindung dieser Rezeptorketten 
ware. Diese Hypothese wurde im einzelnen durch eine Wechselwirkungsanalyse 
untersucht, in der die rekombinanten EktodomSnen von BMPR-IA, BMPR-II und ActR-ll 
eingesetzt wurden. Es ware schwierig gewesen, in quantitativen Radioliganden- 
Bindungsexperimenten die Bindung von BMP-2 Muteinen an ganzen Zellen zu 
untersuchen, da das BMP-2 Protein an die in der extrazellularen Matrix und auf den 
Zelloberflachen vorliandenen Glykosaminoglykane bindet. Die Wechselwirkung 
zwischen dem rekombinanten Rezeptor und den Ektodomanen konnte mittels eines 
Biosensorsystems aufgezeichnet werden. Es ist bereits fCir andere Rezeptorsysteme 
gezeigt worden, dass kleine Veranderungen der Bindungsaffinitat oder der Kinetik der 
Ligandenbindung mit Biosensor-immobilisierten Rezeptordomanen gezeigt werden 
k&nnen. Es zeigt sich, dass die am Biosensor immobllisierten BMPR-li Rezeptorproteine 
sehr stabil sind und einige Dutzend Zyklen Ligandenbindung und Dissoziierung ohne 
Veranderung der Bindungseigenschaflen Qberleben. Die Kinetiken und die 
Gleicligewichtsbindung aller BMP-2 Proteine wurden daher unter den gleichen 
Bedingungen gemessen. Unterschiede zwischen BMP-2 und den Muteinen konnten so 
mit Sicherheit festgestellt werden, selbst wenn die Werte der Kinetiken und der 
Gleichgewichtskonstanten eher relative Werte sind. 

Es wurden Sensogramme aufgezeichnet und ausgewertet, wie sie in Figur 3 gezeigt 
sind. Bei Verwendung immobliisierter BMPR-IA Ektodomane konnten Unterschiede in 
den Geschwindigkeitskonstanten der Komplexblldung (kon) und Dissoziation (koff) mit den 
BMP-2 Muteinen leicht analysiert werden, wie in Figur 3 A fur Sensogramme gezeigt ist. 
die alle bei einer 45 nM Konzentration der Muteine aufgezeichnet worden sind. Die 
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Konzentrationsabhangigkeit der Gleichgewichtsbindung von BMP-2, wie in (Figur 4 A) 
fuhrt zu einer apparenten Kd von ungefShr 1 nM. Diese Affinitat ist In dem Bereich einer 
hochaffinen Bindung. wie sie z. B. zwischen hGH und hGHbp oder IL-4 und IL-4Ra 
beobachtet wird, und beruht hauptsachlich auf der niedrigen 
Dissoziationsgeschwindigkeit des Liganden (apparente koff = 4 x 10"^ s"^), was eine 
Halbwertszeit fur den Komplex von ungefahr 0,5 Std. bedeutet. Es konnte nicht 
abschliefiend festgestellt werden, ob diese aui^ergewdlinlicli lange Halbwertszeit durch 
die gleichzeltige Wecfiselwirkung von BIWP-2 mit 2 immobilisierten Rezeptoren 
verursacht war, oder ob es aus einer wirklichen 1 : 1 Wechselwirkung resultiert. Die 
Assoziationsgescliwlndigkeit (apparente kon = 7 x 10^ M'"* s'^) ist mit der anderer 
Rezeptoren vergleiclibar. Ein Satz von IVIuteinen wies spezifiscli eriiolite 
Dissoziatlonsgesciiwindigkeiten fOr den Komplex mit BMPR-IA auf, wobei die KofrWerte 
2 bis 5-fach groBer als die von BMP-2 waren (s. Figur 4 C, hellblaue Symbole). 2 
Muteine mit einer Modlfikation an Position D30 (D30A, D30K) und 2 Muteine an Position 
W31 (W31A, W31C) geiiOren dieser Untergruppe an. Eine andere Untergruppe mit 4 
Muteinen wies erniedrigte Geschwlndigkeitskonstanten fur die Assoziation an die 
BMPR-IA Ektomane mit Kon-Werten auf, die 5 bis 10-fach niedriger als die vom BMP-2 
waren (Figur 4 C, dunkelblaue Symbole). Die erniedrigten Kon Werte fiir V26A, F49A, 
P50A und H54D wurden nur fur BMPR-IA. aber niclit fiir BMPR-II oder ActR-ll 
Weciiselwlrkungen beobachtet, und konnen daher nicht auf einer Instabilitst oder 
Unreinheit, d. h. niedrigeren effektiven Konzentrationen dieser Muteine beruhen. Zwei 
Muteine, namlich K101E und Y103A, zeigten eine 2-fache Veranderung sowohl 
bezuglich Kon als auch Ka. Die Kinetiken der anderen BMP-2 Muteine unterscheiden 
sich hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit BMPR-IA nicht wesentlich von BMP-2. 

Die Bindung von BMP-2 und BMP-2 Muteinen an die BMPR-H EktodomSne konnte trotz 
der niedrigen Affinitat dieser Wechselwirkung ebenfalls aufgezeichnet werden (Figur 3 
B). Eine apparente Dissoziationskonstante von ungefahr 100 nM wurde aus der 
Konzentrationsabhangigkeit der Gleichgewichtsbindung abgeleitet, wie in Figur 4 A 
gezeigt. Die Affinitat von BMP-II fur die ActR-ll Ektodomane erwies sich als gerlngfugig 
hoher (Kd = 50 nM). Die apparente Kd fiir die Bindung von Aktivin an die ActR-li 
Ektodomane ist demgegenQber mit 2 - 7 nM angegeben worden (Donaldson et al., 
1999). Die Sensogramme, die in Figur 3 B gezeigt sind, zeigen. dass die Muteine 
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eindeutige Unterschiede beztiglich der Gleichgewichtsbindung an den Typ ll-Rezeptor 
BMPR-II aufweisen. Das Mutein A34D band 5-fach schwacher als BMP-2 Oder die 
Muteine D30K und P40A. Die Kinetil^onstanten fQr die Wechselwirkung zwisclien BMP- 
2 und den Typ II Rezeptoren sind relativ grolS (kon > 10® M*^ s""*; koff > 10'^ s"^). Dies 
verhinderte eine verlSssliche Bewertung der kon- oder kor-Werte. Eine spezifische 
Untergruppe von Muteinen, die Substitutionen an 5 verschiedenen Positionen 
aufwiesen, zeigte eine Gleichgewichtsbindung (EQ45) an die BMPR-II EktodomSne, die 3 
bis 1 5-fach niedriger war als die von BMP-2 (Figur 4 D; ausgefQIIte Symbole). Diese 
Abweichungen waren fur die BMPR-II Wechselwirkung spezifisch. Die kon Werte dieser 
Muteine fur die BMPR-IA Bindung waren unauffallig. 

Belspiel 5: Bindungsdeterminanten und Antagonisten-ZAgonistenaktivitat von 
BMP-2 Muteinen 

Es wurde beobachtet. dass Muteine mit einer erniedrigten Affinitat fur BMPR-II sich 
wahrend des C2C12-Test als kompetitive Inhibitoren von BMP-2 verhalten. Die 
Determinanten der BMP-2 Muteine fQr die ActR-ll Bindung unterscheiden sich von 
denen vom BMPR-II (Figur 4 B). Das Mutein H39D zeigte keine Verringerung, und die 
Muteine A34D sowie L90A eine nur 2-fache Abnahme der ActR-ll Affinitat. Die 
Bindungsaffinitat von S88A und L100A war fQr beide Typ II Rezeptorketten auf ahnliche 
Weise verSndert. Solche differentiellen Wirkungen von Aminosauresubstitutionen auf 
die Bindung an verschiedene Rezeptoren eriaubt die Konstruktion selektiver Agonisten, 
die preferentiell die eine oder andere Rezeptorkette aktivieren. 

Im Unterschied zu anderen Rezeptorsystemen wurden im vorliegenden System keine 
„hot spots" filr die Bindung beobachtet. Es konnte allenfalls eine 5 bis 30-fache 
Veranderung der Kinetik oder der Gleichgewichtskonstanten in einigen Muteinen 
beobachtet werden. Es besteht. allerdings die Moglichkeit, dass einige der 
Hauptdeterminanten in der jetzt vorliegenden Sammlung von BMP-2 Muteinen nicht 
vertreten sind. Diese moglichenweise fehlenden Determinanten kOnnen unter den 
Resten sein, die nach der Substitution zu Proteinen fOhrten, die nicht exprimiert bzw. 
gewonnen werden konnten. Beispiele dafur konnten z. B. G27 und W28 sein. Eine 
andere, eher wahrscheiniiche Moglichkeit ist es jedoch, dass Wasserstoffbrucken- 
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blndungen, die N- Oder O-Atome der Hauptpeptidblndungen involvieren, mit den 
Rezeptoren wechselwirken und damit zur BindungsaffinitSt beitragen. 

Waiter ist es interessant, dass trotz der kleinen Veranderungen in der Bindungsaffinitat 
die biologisclie Aktivitat einiger der Muteine deutlicti erniedrigt war. Es kann niclit 
ausgeschlossen werden, dass einige IVluteine durch elne Aminosauresubstitution 
destabilisiert sind und wShrend der 3-tagigen Inkubation im Ralimen des C2C12-Testes 
teilweise inaktiviert werden. Dies kann jedocli nicht fur die antagonistischen l\/luteine 
gelten, die im Fall von A34D z. B. elne 100-fach verringerte biologische Aktivitat 
autweisen. Es Ist dagegen eher wahrsclielnlich, dass die Diskrepanz in dem AusmaH 
der Anderungen bei der physikalischen Rezeptorbindung und der zelluiaren Aktivitat in 
einigen der I\/luteine von Aviditatseffektien walirend der Wechselwirkung der multiplen 
Bindeepitope von BMP-2 mit multimeren zellularen Rezeptoren in der IVIembran 
iierrQhren. 

Beispiel 6: Lokalisierung von Bindungsepitopen 

Die Aminosaurepositionen von BMP-2, die die Bindungsaffinitat entweder zu BI\/iPR-IA 
Oder BMPR-II Rezeptorketten bestimmen, gelioren 2 niciit uberiappenden 
Untergruppen an. Wie in Figur 1 gezeigt ist, verteilen sicti diese Determinanten Ober die 
gesamte BMP-2 Sequenz. Das raumfuliende l\/lodell (Scheufier at al.. 1999) von Figur 5 
zeigt jedoch, dass die funktioneilen Reste 2 getrennte Epitope auf der Oberflache des 
homodimeren BMP-2 IVIolekQIs bilden. 

Die Determinaten fur die BI\/IPR-IA Wechselwirkung colokallsieren Im Wrist-Epitop, dass 
Reste der Untereinheit 1 (kursive Buciistaben) sowie von Untereinheit 2 (normale 
Buchstaben) umfasst. Ein Monomer trSgt die Reste V26, D30 und W31 aus der langen 
Sciileife bei, die die FaltblStter p-2 und p-3 verbindet, sowie die schwaclien 
Determinanten K101 und Y103, die im Faltblatt p-8 auftreten. Das andere Monomer 
tragt die Reste 162, L66 und N68 aus der Helix a3 sowie die Reste F49, P50 und H54 
aus der langen Schlaufe vor Helix a3 bei. Die Muteine mit Substltutionen in dieser 
letztgenannten Schlaufe weisen bemerkenswerterweise verringerte Assoziationsge- 
schwindigkeitskonstanten auf. Das mag mit der Beobachtung zusammenhangen, dass 
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die Reste in dieser Schlaufe die hdchsten B-Faktoren von 40 - 90 aufwiesen. Die B- 
Faktoren sind ein Ma& fQr die Ordnung der Atome im Kristall und fur die Genauigkeit, 
mit der die Atome in dem Proteinmodell definiert sind. Damit sind die B-Faktoren indirekt 
ein lyyiaB fQr die Beweglichkeit der Atome in dem Proteinkristall. Eine nocli hOhere 
[Vlobilitat dieser Schlaufe in den Muteinen kSnnte die Walirsclieinliclikeit eines 
produktiven Zusammentreffens mit BIVIPR-IA verringern und daher eine Assoziation 
bremsen. Die schwache Determinante .H17 scheint von den anderen funktionellen 
Wrist-Epitop-Resten getrennt zu sein. l\/ieglicherweise stellen BI\yiP-2 AminosSurereste, 
die bis jetzt nicht analysiert sind und zwisctien H17 und H54 liegen, weitere 
Kontaktstellen fur BiVIPR-IA dar. 

Das Knuckle-Epitop von BI\/lP-2, das in die Bindung von BI\/IPR-II involviert ist, setzt sicti 
aus den Resten nur einer Unterernheit zusammen. Die Reste A34 und H39 treten im 
Faltblatt p3 bzw. p4 auf, wahrend S88 und L90 in p7 und L100 in p8 vorkommen. Der 
Rest E109, von dem nacfi Substitution durch Arginin festgestellt wurde, dass er ein 
Mutein mit hOtierer Affinitat fur BMPR-II ergab, kann ein weiterer Kontaktrest sein. Das 
Knuckle-Epitop scheint Kleiner als das Wrist-Epitop zu sein, da viele Reste an der 
Grenze zum Knuckle-Epitop verandert werden konnten, ohne eine nachweisbare 
Wirkung auf die Rezeptorblndung uber die biologische Aktivitat zu haben. Es kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass das Knuckle-Epitop weitere funktionelle Reste umfasst. 

Das homodimere BMP-2 Protein hat eine 2-fache Symmetrieachse, die in Figur 5 in der 
Papierebene liegt und von oben nach unten verlauft. Auf der RCickseite des Proteins 
gibt es daher ein zweites Paar von Wrist- und Knuckle-Epitopen. 

Beispiel 7: Kombination von Aminosauresubstitutionen in BMP-2 Doppelmutanten 

Die gleichzeitige Substitution von 2 an der niederaffinen Bindung an BMPR-II beteiligten 
Aminosauren verstarkt die Auswirkungen auf die biologische Aktivitat betrSchtllch. Wie 
aus der nachfolgenden Tabelle III ersehen werden kann, war die inhibitorische Aktivitat 
von doppeit substituierten Muteinen betrachtiich erhoht. Erstaunlicherweise zeigte dabei 
das Kombinationsprotein A34D/D53A, bei dem also sowohl eine Aminosaure aus dem 
Wrist-Epitop als auch eine Aminosaure aus dem Knuckle-Epitop ersetzt worden sind, 
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bei 20 nM BMP-2 die hfichste antagonistische Aktivitat aller untersuchten Muteine. Dies 
konnte auf der Tatsache beruhen, dafi die D63A Substitution (Wrist-Epitop) im einfach 
substituierten Mutein eine Zunahme der BI\/IPR-IA Affinitat (und aucli der biologischen 
Aktivitat) bewirkt. die fur die biologische Aktivitat erforderlictie Wechselwirkung mit dem 
BMPR-II jedoch gleichzeitig durch A34D effizient geschwScht ist. 

Insgesamt zeigt sich jedoch, daB die Kombination von zwei l\/lutationen im Bereich der 
fQr die niederaffine Bindung verantwortliclien Aminosauren eine betrSclitliche antago- 
nistische Wirkung zur Folge hat. 

Beispiei 8: 

Biologische Aktivitat der BMP-2 Heterodlmere: ALP-Assay in C2C12-Zeilen 

Das Heterodimer BMP-2/B2m- induzlerte eine ALP-Aktivitat in Serum-ausgehungerten 
C2C12-Zellen mit einem EDso-Wert von 11 +/- 1 nM in einer Dosis-abhangigen Weise, 
die den EDso-Werten des Homodimers B2m-/B2m-(ED5o: 16 +/- 1 nM) bzw. des 
Homodimers BMP-2/BMP-2 (ED50: 19 +/- 2 nM), wie in Figur 7 A dargestellt, ahnelt. Die 
ahnliche biologische Aktivitat dieser 3 Homo- bzw. Heterodimere ist in Obereinstimmung 
mit den Biosensor-basierten Bindungsstudien, die ahnliche Affinitaten dieser Proteine 
fQr die BRIA bzw. BRII-EktodomSnen gezeigt haben. 

Ferner wurde die Aktivitat der Heterodimer BMP-2- Varianten B2el-/B2m- und B2ell- 
/B2m- mit der Aktivitat der entsprechenden Homodimere (B2m-/B2m-, B2ei-/B2el-, 
B2ell-/B2ell-) und mit der von BI\/IP-2/BI\/IP-2 verglichen. Das Homodimer B2el-/B2el- 
zeigte keine signifikante biologische Aktifitat, sogar bei Konzentrationen von bis zu 250 
nM (Figur 7 B). Das Heterodimer B2el-/B2m- zeigte eine verringerte biologische 
Aktivitat, gemessen durch die Bestimmung der ALP-Aktivitat, die etwa 25 % der Aktivitat 
des Heterodimers BMP-2/B2m- bei einer Konzentration von 250 nM (Figur 7 B) 
entsprach. Aus der Rechts-Verschiebung der Dosis-Antwortkurve des Heterodimers 
B2el-/B2m- kann ein EDso-Wert abgeschatzt werden, der etwa 10 mal niedriger ist als 
jener des Homodimers B2m-/B2m-. 
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Das Homodimer B2elU/B2ell-, das in beiden „knuckle"-Epitopen defizient ist, wies keine 
signifikante ALP-Aktivltat auf (Figur 7 B). Uberraschenderweise war das Heterodimer 
B2ell-/B2m- nicht in der Lage, eine ALP-Aktivitat in C2C12-Zellen zu induzieren (Figur 7 

B) , obwohl dieses Heterodimer ein Epitop filr die BRII- und 2 Epitope fOr die BRI- 
Bindung aufweist. Keine signifikante Aktivitat wurde fQr das Heterodimer B2ell-/B2m- 
beobachtet. Da die Standardabweicliung 5 willkQIiche ALP-Einlieiten betragt (Figur 7 C), 
ist die Aktivitat des Heterodimers B2e!l-/B2m- weniger als 0,2 % der Aktivitat des 
Heterodimers BMP-2/B2m-, welclies eine maximale Antwort von 2400 Einlieiten (Figur 7 

C) hervdrrief; " 

Zusammenfassend ergibt sich, dass die beobacfiteten Effekte von Heterodimeren BMP- 
2 Muteinen auf die Signal-Kaskade, die zur ALP-Aktivitat fuhrt, belegen, dass 2 
funktionelle „wrist"-Epitope zur vollstsndigen Aktivierung dieses Signalweges erforderlich 
sind, wShrend 2 „knuckle"-Epitope zur Aktivierung des Liganden-gebundenen dimeren 
BRI erforderlicli sind. Aus diesen Daten zusammen mit den durcli Biosensor-Analyse 
erhaltenen Ergebnissen ist es offensichtlicli, dass BMP-2 Proteine mit nur einem 
intakten „knuckle"-Epitop (d. h. Typ ll-Rezeptor-Epitop) nicht-funktionell bezQglicli der 
Induktion der ALP-Aktivitat sind, watirend BMP-2 Muteine mit nur einem intakten „wrist"- 
Epitop eine Restaktivitat von ungefahr 25 % beibehalten. 

Beispiel 9: Antagonistische Aktivitat des Heterodimers B2ell-/B2m- 

Das Heterodimer B2ell-/B2m- weist die Eigenscliaft eines hochaffinen vollstandigen 
Antagonisten auf. Die in Figur 8 dargestellte Dosis-abliangige Inliibition des 
Heterodimers B2ell-/B2m- zeigt eine halb-maximale Inlnibition bei 20 nM bei 
Vorhandensein von 10 nM BIVlP-2/B2m-. Groliere Mengen sind erforderlicli bei 
Vorhandensein von 20 niVI BMP-2/B2m-. Ahnliche Dosis-lnhibitionskurven wurden mit 
dem Homodimer B2m-/B2m- und BMP-2 erhalten. Der ICso-Wert ist ledigiich doppelt so 
hocli wie der EDso-Wert des agonistisctien BI\/IP-2 Proteins. Die Inliibition ist annaliemd 
vollstandig bei einer Konzentration von 250 nM Heterodimer B2ell-/B2m-. Die 
Verwendung dieses Testsystems zeigt War, dass die Verringerung der ALP-Aktivitat 
niclit auf die falsch gefaltete BMP-Proteinstruktur zurQckzufQhren ist, sondern vielmehr 
bestimmte VerSnderungen innerlialb defmierter Rezeptor-Bindungsepitope 
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widerspiegelt. Am wahrscheinlichsten ist hierbei, dass die antagonistische Eigenschaft 
des Heterodimers auf seine hochaffine Bindung an BRIA in C2C12-Zellen zurQcl<geht. 
und dadurch die Signaltransduktion des Wildtyp-Proteins BMP-2/B2m-blockiert. 

Tabelie III 

ErhOhte Effekte bei den kinetischen Konstanten kon und koff fur die Assoziation und 
Dissoziation des Komple:xes mit der BMPR-IA Ektodomane; Gleichgewichtsbindung bei 
45 nU Konzentatrionen, EQ45, an die BMPR-ll und ActR-ll Ektodomanen. Die Aktivitat 
der Alkalischen Pliosphatase in Gegenwart von 250 nM Mutein, ALP(260), wurde In 
Abwesenheit und Gegenwart von 10 nl\/l Oder 20 r\M BI\/IP-2 bestimmt. 



Mutein 


Epitop 


BIVIPR-IA 


BI\/IPR-II 


ActR-ll 




ALP(250) 




kon 


koff 


EQ45 






+10 nM 
BMP-2 


+20 nM 
BMP-2 




(var)/(wt) 




(% BMP-2) 


BMP-2 




1.0 


1,0 


0,99 


1.0 




100 


320 


220 


H39D 


2 


1,1 


0,79 


0,24 


0,79 




18 


100 


82 


S88A 


2 


1.1 


0,78 


0,29 


0,32 




2,4 


65 


71 


L100A 


2 


1.2 


0,81 


0,22 


0,34 




2,0 


32 


18 


H39D/S88A 


2/2 


1.2 


0,88 


0,09 


0,35 




<0,5 


34 


50 


H39D/L100A 


2/2 


1,1 


0,90 


0,02 


0.33 




0.6 


2,6 


4,2 


D30A 


1 


3,0 


0,97 


1.0 


1,0 




62 


330 


220 


A34D 


2 


0,56 


0.56 


0,06 


0.38 




<0,5 


<0,5 


2.9 


D53A 


1 


1,1 


1.2 


0.99 


1.2 




130 






D30A/A34D 


1/2 


1.9 


0,85 


0,02 


0,31 




<0,5 


2.2 


7.4 


A34D/D53A 


2/1 


1,1 


1,5 


<0.02 


0.31 




<0,5 


<0,5 


0,7 
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Patentanspruche 

1. Mutein einer Kette eines Proteins aus der Superfamilie des Wachstumsfaktors 
TGF-p, wobei das Mutein nach Bildung eines Homodimers antagonistische 
und/oder partiell agonistische Aktivitst aufwelst und wobei das Mutein an einer 
Oder mehreren Position(en) verSndert ist, die im unveranderten Protein an einer 
niederaffinen Bindung an seinen Rezeptor beteiligt ist/sind. 

2. Mutein nach Anspruch 1, wobei das Mutein durch Deletion und/oder Substitution 
und/oder Insertion und/oder Modifil<ation einer Oder mehrerer AminosSuren 
verandert ist. 

3. Mutein nach Anspruch 1 Oder 2, wobei das Mutein von einer Kette eines BMP-2- 
ahnMchen Proteines abgeleitet ist und im Mutein eine Oder mehrere Position(en) 
aus dem „Knuckle"-Epitop verandert ist/sind. 

4. Mutein nach Anspruch 3, wobei das BMP-2-ahnliche Protein aus der Gruppe 
ausgewShlt ist, die BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, GDF-5. GDF-6 und 
GDF-7 umfafit. 

5. Mutein nach einem der Anspruche 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Oder mehrere Aminosaure(n), ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauren, die 
die oberflachenexponierten Bereiche aus den p-Faltblattstrukturen pS, p4, p7, p8 
und/oder p9 bilden, deletiert und/oder substituiert und/oder modifiziert ist/sind 
und/oder dali mindestens einer der genannten oberflachenexponierten Bereiche 
durch Insertion einer oder mehrerer Aminosauren verandert ist. 

6. Mutein nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet. daft 
mindestens eine der die p-Faltblatter p3 und p4 verbindenden Aminosauren 
deletiert und/oder substituiert und/oder modifiziert ist und/oder daR in den die p- 
Faltblatter p3 und p4 verbindenden Aminosaurebereich ein Oder mehrere 
Aminosauren insertiert sind. 
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7. Mutein nach einem der AnsprCiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dafi 
mindestens eine der folgenden AminosSuren deletiert, substituiert und/oder 
modifiziert ist, wobei sich die Positionsangaben auf BMP-2 beziehen: 

V33 A34 P35 P36 G37 Y38 H39 F41 Y42 T82 E83 L84 S85 A86 187 S88 L90 
K97 V98 V99 L100 V107 E109 und G110. 

8. Mutein nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
mindestens 60 % Identitat mit einer Kette eines BMP-2-ahnlichen 
Wachstumsfaktors aus der TGF-p-Superfamilie hat und antagonistische und/oder 
partiell agonistische Aktivitat aufweist. 

9. Mutein nach einem der Anspruche 1 Oder 2, wobei das Mutein von einem Protein 
der TGF-p-/Aktivin-Familie abgeleitet ist und im Mutein eine Oder mehrere 
Position(en) aus dem „Wrist"-Epitop verandert ist/sind. 

10. Mutein nach Anspruch 9, wobei das Protein der TGF-p-/Aktivin-Familie aus der 
Gruppe ausgewahit ist, die TGF-pi. TGF-p2, TGF-p3, Aktivine, Inhibine, BMP-11 
und GDF-8 umfafit. 

11. Mutein nach einem der AnsprQche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, da(i 
mindestens eine Aminosaure, ausgewahit aus der Gruppe der Aminosauren, die 
die oberfiachenexponierten Bereiche aus der Helix vor der Faltblattstruktur pi. 
der Faltblattstruktur p1, der langen Schleife zwischen den Faltblattstrukturen p2 
und p3, der Schlaufe vor der Helix a3, der Helix a3 sowie der Faltblattstruktur p8 
bilden, deletiert und/oder substituiert und/oder modifiziert ist/sInd und/oder dafX 
mindestens einer der genannten oberflachenexponierten Bereiche durch 
Insertion einer oder mehrerer AminosSuren verandert ist. 

12. Mutein nach mindestens einem der AnsprOche 9 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi mindestens eine der folgenden Aminosauren deletiert, substituiert 
und/oder modifiziert ist, wobei sich die Positionsangaben auf BMP-2 beziehen: 
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K5, S13. V26. G27, W28. N29. D30, W31, P48. F49, P50, A52, D53. H54. N59, 
162, V63, L66, N68, S69. V70. K101 und Y103. 

13. Mutein nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da(i es 
mindestens 50 % Identitat mit einer Kette eines TGF-p-/Aktivin-ahnlichen 
Wachstumsfaktors aus der TGF-p-Superfamllie hat und antagonistische und/oder 
partiell agonistische AktivitSt aufweist. 

14. Mutein nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dali es mit 
einem zielspezifischen IVIolekQi kovalent verbunden ist. 

15. l\/lutein nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dali das zielspeziflsche 
l\/IolekuI mit dem l\/lutein ein Fusionsprotein bildet. 

16. Derivat eines Proteins aus der TGF-p-Superfamilie, umfassend ein Mutein 
gemaU einem der Anspruche 1 bis 15 und eine weitere Kette eines Proteins aus 
der Gruppe der TGF-p-Superfamiiie Oder ein weiteres Mutein gemSB einem der 
Anspruche 1 bis 15. 

17. Derivat nach Anspruch 16, umfassend ein Homodlmer aus Mutelnen gemSB 
einem der Ansprtlche 1 bis 15. 

18. Derivat nach Anspruch 16, umfassend ein Heterodimer aus Muteinen gemSB 
einem der Anspruche 1 bis 15. 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein Mutein gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 15 und/oder ein Derivat gemali einem der Anspruche 
16 bis 18 und/oder ein pharmazeutisch vertragliches Salz davon. 

20. Verwendung eines Muteins nach einem der Anspruche 1 bis 15 und/oder eines 
Derivates nach einem der Anspruche 16 bis 18 zum Hersteilen einer 
Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Erkrankungen, die 
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durch ein Protein aus der Superfamilie des Wachstumsfaktors TGF-p vermittelt 
werden. 

21. Antikorper gegen ein Mutein nacli einem der AnsprQche 1 bis 15 Oder ein Derivat 
gemaB einem der AnsprQche 16 bis 18. 

22. NuklelnsSure, entlialtend eine Nukleinsauresequenz, ausgewahit aus: 

(I) einer fCir ein i\/lutein nach einem der Anspruche 1-15 kodierenden 
Nukleinsauresequenz; 

(ii) einer zu der Nukleinsauresequenz nach (i) komplementSren 
Nukleinsauresequenz und 

(ill) einer Nukleinsauresequenz, die mit einer Nukleinsauresequenz nach (ii) 
hybridisiert und fQr ein Mutein kodiert, das nach Blldung eines Homodimers 
antagonistische oder partiell agonistlsche Aktivltat aulweist. 

23. Nukleinsaure nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dalJ die Hybridi- 
sierung nach (iii) unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt wird. 

24. Nukleinsaure nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure 
genomische DNA, cDNA, synthetlsche DNA Oder RNA ist. 

25. Nukleinsaure gemaii einem der AnsprQche 22 bis 24, weiterhin umfassend einen 
zur Expressionskontrolle geeigneten Promotor, wobei die fiir ein l\/lutein 
kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle des Promoters steht. 

26. Vektor, enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der AnsprQche 22 bis 28. 

27. Wirtsorganismus. enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 22 
bis 25 Oder ein Vektor nach Anspruch 26. 
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28. Verfahren zum Herstellen eines Muteines gemalX einem der Anspruche 1-15, 
umfassend das Kultivleren eines Wirtsorganismus gemSB Anspruch 27 unter zur 
Expression geeigneten Bedingungen und ggf. das Aufreinigen des exprimierten 
i\/Iuteins. 
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A L 
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X I 
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L 
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L 



Y V D 

Y V S 

Y I 
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D 
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F 
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S 
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K R D 

R Q D 



A A 
I + 
D V 



L 
L 
L 



G 
6 
G 
G 
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AAA 
I XX 
W N D W 
W Q D W 
W K . W 



D 
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H E 
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A 
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P3 

A 

X 

A I V 
N H A I V 
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T H S T V 
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Y A N 
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E 
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G A 
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<210> 1 
<211> 114 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hBMP-2 
<4 00> 1 

Gin Ala Lys His Lys Gin Arg Lys Arg Leu Lys Ser Ser Cys Lys Arg 

15 10 15 

His Pro Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp He 
20 25 30 

Val Ala Pro Pro Gly Tyr His Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys Pro 
35 40 45 

Phe Pro Leu Ala Asp His Leu Asn Ser Thr Asn His Ala He Val Gin 
50 55 60 

Thr Leu Val Asn Ser Val Asn Ser Lys He Pro Lys Ala Cys Cys Val 
65 70 75 80 

Pro Thr Glu Leu Ser Ala He Ser Met Leu Tyr Leu Asp Glu Asn Glu. 
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Lys Val Val Leu Lys Asn Tyr Gin Asp Met Val Val Glu Gly Cys Gly 
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Cys Arg 
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Ser Pro Lys His 
1 

Arg Arg His Ser 
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Trp He Val Ala 
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Cys Pro Phe Pro 
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Val Gin Thr Leu 
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Cys Val Pro Thr 



Tyr Asp Lys Val 
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His Ser Gin Arg 
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Leu Tyr Val Asp 



Pro Pro Gly Tyr 
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Leu Ala Asp His 
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15 10 15 

Pro Gin Ala Asn Arg Leu Pro Gly lie Phe Asp Asp Val His Gly Ser 
20 25 30 

His Gly Arg Gin Val Cys Arg Arg His Glu Leu Tyr Val Ser Phe Gin 
35 40 45 

Asp Leu Gly Trp Leu Asp Trp Val lie Ala Pro Gin Gly Tyr Ser Ala 
50 55 60 

Tyr Tyr Cys Glu Gly Glu Cys Ser Phe Pro Leu Asp Ser Cys Met Asn 
65 70 75 80 

Ala Thr Asn His Ala lie Leu Gin Ser Leu Val His Leu Met Lys Pro 
85 90 95 

Asn Ala Val Pro Lys TU-a Cys Cys Ala Pro Thr Lys Leu Ser Ala Thr 
100 105 110 

Ser Val Leu Tyr Tyr Asp Ser Ser Asn Asn Val lie Leu Arg Lys His 
115 120 125 

Arg Asn Met Val Val Lys Ala Cys Gly Cys His 
130 135 



<210> 8 
<211> 108 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hBMP-10 
<4 00> 8 

Asn Ala Lys Gly Asn Tyr Cys Lys Arg Thr Pro Leu Tyr lie Asp Phe 
1 5 10 15 

Lys Glu lie Gly Trp Asp Ser Trp lie lie Ala Pro Pro Gly Tyr Glu 
20 25 30 

Ala Tyr Glu Cys Arg Gly Val Cys Asn Tyr Pro Leu Ala Glu His Leu 
35 40 45 

Thr Pro Thr Lys His Ala lie lie Gin Ala Leu Val His Leu Lys Asn 
50 55 60 

Ser Gin Lys Ala Ser Lys Ala Cys Cys Val Pro Thr Lys Leu Glu Pro 
65 70 75 80 

He Ser He Leu Tyr Leu Asp Lys Gly Val Val Thr Tyr Lys Phe Lys 
85 90 95 

Tyr Glu Gly Met Ala Val Ser Glu Cys Gly Cys Arg 
100 105 



<210> 9 
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<211> 109 
<212> PHT 
<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> hBMP-11- 
<400> 9 

Asn Leu Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Ser Glu Ser Arg Cys Cys 
15 10 15 

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp lie 
20 25 30 

lie Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Gin Cys Glu 
35 40 45 

Tyr Met Phe Met Gin Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val Gin Gin Ala 
50 55 60 

Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser 
65 70 75 80 

Pro He Asn Met Leu Tyr Phe Asn Asp Lys Gin Gin He He Tyr Gly 
85 90 95 

Lys He Pro Gly Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 
100 105 



<210> 10 
<211> 119 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> hGDF-1 
<400> 10 

Asp Ala Glu Pro Val Leu Gly Gly Gly Pro Gly Gly Ala Cys Arg Ala 
15 10 15 

Arg Arg Leu Tyr Val Ser Phe Arg Glu Val Gly Trp His Arg Trp Val 
20 25 30 

He Ala Pro Arg Gly Phe Leu Ala Asn Tyr Cys Gin Gly Gin Cys Ala 
35 40 45 

Leu Pro Val Ala Leu Ser Gly Ser Gly Gly Pro Pro Ala Leu Asn His 
50 55 60 

Ala Val Leu Arg Ala Leu Met His Ala Ala Ala Pro Gly Ala Ala Asp 
65 70 75 80 

Leu Pro Cys Cys Val Pro ALa. Arg Leu Ser Pro He Ser Val Leu Phe 

85 90 95 

Phe Asp Asn Ser Asp Asn Val Val Leu Arg Gin Tyr Glu Asp Met Val 
100 105 110 
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